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Desde que se empezaron a utilizar los antibióticos con fines terapéuticos, se
intentaron desarrollar unos métodos de investigación para relacionar el efecto in vitro
que presentaba estas moléculas sobre los patógenos, con el efecto terapéutico real, esto
es, la capacidad que presentaban dichos fármacos para eliminar los microorganismos
causantes de una infección en un individuo. Ambos parámetros no tenían porque
coincidir y aunque, generalmente, una mayor potencia demostrada in vitro por un
determinado se correspondía con una mayor acción in vivo no siempre ocurría esto. Este
es un problema que continua produciéndose actualmente con algunos antimicrobianos
que se ensayan en el laboratorio, ya que en condiciones fisiológicas se ponen en juego
un número mayor de factores y no únicamente bacterias y antibióticos. Cuando se
administra un fármaco a un individuo hay que considerar, por ejemplo, los parámetros
farmacocinéticos de cada antimicrobiano, como son su unión a proteínas, plasmáticas,
difusión tisular, etc. Además, por supuesto, hay que tener en cuenta las relaciones que se
establecen con el sistema inmune del individuo. Por ello, una buena valoración in vitro
de la eficacia terapéutica de los antimicrobianos necesita de mejores criterios que
exclusivamente los definidos como concentración mínima inhibitoria (CMI) y
concentración mínima bactericida (CMB). Los métodos actuales de estudio pretenden
conseguir cada vez una mayor correlación entre lo que ocurre en el laboratorio y la
situación que se produce en el organismo y ajustarse así cada vez más a las condiciones
fisiológicas.
Aunque reproducir todas las condiciones que se establecen en el organismo sea
una labor complicada y seguramente no pueda llevarse a cabo en condiciones
experimentales, sería bueno aproximarse el máximo posible a estas condiciones antes de
realizar ensayos in vivo. A este respecto se han descrito numerosas experiencias que
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tratan de obtener una mejor medida de la eficacia terapéutica de un determinado
fármaco de la que se consigue con criterios tales como la CMI. y la CMB.
Por otro lado, se hace necesario dado los resultados de los últimos años, un
seguimiento de la evolución de las resistencias desarrolladas por los microorganismos
frente a los agentes antimicrobianos más utilizados habitualmente, para poder valorar su
continuidad como tratamiento terapéutico.
1. Streptococcus pneumoniae
1.1. Introducción histórica
Streptococcus pneumoniae ha sido uno de los microorganismos más estudiado
desde que fue aislado en 1881 por Pasteur en la saliva humana. El estudio sistemático de
sus propiedades como agente de enfermedad humana ha conducido a los más
importantes descubrimientos de la biología médica. Después de su descubrimiento fue
establecida su relación con la neumonía. Más tarde, en 1910 el reconocimiento de los
distintos tipos serológicos condujo a la obtención de antisueros específicos y, con ello,
al primer tratamiento eficaz de la neumonía neumocócica. Siguieron las observaciones
de Avery, Heidelberger y Goebbel sobre la estructura química de los antígenos
capsulares y su papel en la virulencia bacteriana. El descubrimiento de que los antígenos
capsulares eran carbohidratos tuvo importantes efectos sobre la inmunología como
ciencia, puesto que se pensaba que todas las sustancias inmunogénicas eran proteínas.
En 1928, Griffith observó que las células de neumococo de un tipo serológico podían
transformarse en células neumocócicas de otro tipo in vivo. Más tarde, Avery, McLeod
y McCarthy descubrieron que el constituyente químico de las células neumocócicas
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responsable de la transformación era su ADN. Otros importantes descubrimientos
resultantes de la investigación en el neumococo fueron la eficacia terapéutica de la
penicilina y el papel de la cápsula en la resistencia a la fagocitosis. 
Durante los últimos años, este microorganismo ha recobrado una especial
importancia debido a los importantes cambios en el comportamiento de los neumococos
frente a los sucesivos antimicrobianos que se están utilizando en la clínica. Así, desde el
punto de vista de la salud pública la importancia epidemiológica del neumococo, junto a
la necesidad de vigilar los serotipos productores de enfermedad en cada país y la
resistencia a los antimicrobianos en uso, hacen del neumococo un microorganismo de
gran interés.
1.2. Microbiologia del neumococo.
1.2.1. Morfología¶
Debido a su apariencia microscópica en forma de cocos ovales o lanceolados
asociados típicamente en parejas, los neumococos fueron denominados Diplococcus
pneumoniae por Weichselbaun, quien llevó a cabo un extenso estudio de la
bacteriología de este microorganismo en 1886 (1). Sin embargo, Sternberg en 1897,
expresó su disconformidad con ese nombre, debido a que "este micrococo en algunos
medios de cultivo es capaz de formar cadenas de mayor o menor longitud, y es, de
hecho, un estreptococo" (2). Experimentos posteriores basados en reacciones de
transformación, demostraron la relación de los estreptococos y los neumococos (3, 4)
(por lo que los neumococos fueron incluidos en el género Streptococcus (Rosembach
1884) perdurando el nombre especifico de Streptococcus pneumoniae hasta nuestros
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días (5).
La morfología microscópica, cocos ovales de 1,2 a 1,8 µm de diámetro mayor y
0,5-1,0 µm de diámetro menor unidos en parejas por su extremo distal, que presentan
tinción de gram positiva en cultivos jóvenes, recubiertos por una cápsula polisacárida
que puede teñirse diferencialmente por diversas técnicas (6) fue utilizada como método
básico para la identificación de los neumococos en las primeras investigaciones.
Asimismo, la presencia de cápsula, y sobre todo su patogenicidad para conejos y
ratones, fue también utilizada como método de caracterización. Actualmente, para
diferenciar los neumococos de los estreptococos se realizan varias pruebas de
laboratorio, entre las cuales destaca la lisis por bilis o sales biliares (7), la sensibilidad a
la optoquina (8), la reacción de quellung (9) y la incorporación de colina (10).
1.2.2. Condiciones de crecimiento
Los neumococos presentan un crecimiento muy pobre en los medios de cultivo
ordinarios necesitando medios enriquecidos con sangre, suero, glucosa, etc. Sus
condiciones de crecimiento en cuanto a temperatura, pH y presencia de oxígeno son más
restringidas que las de otros microorganismos, pudiéndosele considerar como uno de los
organismos más lábiles y exigentes en la práctica diaria.
En relación con la temperatura este microorganismo crece entre 25 y 42ºC,
siendo su temperatura óptima de 35ºC no observándose crecimiento ni a 10ºC ni a 45ºC.
Asimismo crece en un pH comprendido entre 6.5-8.3, siendo el pH óptimo de
crecimiento entre 7.4 y 7.8. No se observa crecimiento a pH de 9.6.
Es un microorganismo anaerobio facultativo que presenta una marcada
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tendencia a acumular peróxido de hidrógeno cuando crece en condiciones aerobias; por
ello, crece mejor en una atmósfera que contenga un 5% de CO2.
Tras incubación en agar sangre o agar chocolate durante 18 horas a 35ºC en
presencia de 5% de C02, aparecen colonias circulares, pequeñas y elevadas, de 0.5-1
mm de diámetro, con una superficie lisa y brillante y con borde entero. Si se realiza una
incubación prolongada, la zona central de la colonia se puede deprimir por autolisis. En
agar sangre, las colonias se rodean de una zona de lisis eritrocitaria incompleta,
denominada hemólisis alfa. La morfología de muchas colonias de neumococo en agar
sangre es muy parecida a las colonias hemolíticas alfa de S. viridans.
Cuando se produce una excesiva síntesis de polisacárido capsular,
frecuentemente en cepas del serotipo 3 y otros serotipos capsulados, se observan
colonias mucosas de apariencia característica que pueden alcanzar un diámetro de 3
mm.
Aunque son cocos gram positivos durante la fase exponencial de crecimiento en
medios artificiales, se vuelven gram negativos de modo progresivo al envejecer los
cultivos. Si la incubación continúa, disminuye el número de células viables y el cultivo
tiende a clarificarse. Estos cambios se deben a la acción de enzimas autolíticas, que
primero transforman las células en gram negativas y posteriormente causan su lisis.
1.2.3. Pruebas bioquímicas y de identificación
Las pruebas bioquímicas para la identificación de S. pneumoniae se recogen en
la tabla 1.
Tabla 1 Pruebas bioquímicas para la identificación de S. pneumoniae.
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CRECIMENTO EN: FERMENTACION DE:
- Bilis esculina Negativo - Esculina Negativo
- 6.5% CINa Negativo - Glicerol Negativo
- 5% Sacarosa Negativo - Inulina Positivo
- 45ºC Negativo - Lactosa Positivo
- 40% bilis Negativo - Manitol Negativo
HIDROLISIS DE: - Celobiosa Positivo
- Arginina Variable - Rafinosa Variable
FERMENTACION DE: - Sacarosa Positivo
- Piruvato Negativo - Sorbitol Negativo
- Arabinosa Negativo                       - Trealosa Variable
De entre las pruebas bioquímicas enumeradas, la de sensibilidad a la bilis y sales
biliares ha sido y es todavía una de las más importantes en la identificación de los
neumococos, pero probablemente, la característica más utilizada para la identificación
del neumococo, sea su sensibilidad a la optoquina.
Sin embargo, la prueba que ha ganado una mayor aceptación en la identificación
de los neumococos ha sido la prueba de "quellung" descrita por Neufeld en 1902 (9).
Esta técnica se utiliza, tanto para el serotipado de cepas, usando sueros monovalentes
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frente a los 90 tipos descritos (11), como en la identificación de aislados, para lo cual se
utiliza un suero polivalente, denominado OMNI SERUM, que contiene una mezcla de
antisueros frente a todos esos tipos.
Otra prueba que debemos mencionar, se basa en la característica de los
neumococos de incorporar colina en contraste con los estreptococos (10). Esta técnica
ha sido descrita para separar estas especies, cuando las cepas de neumococos son
difíciles de identificar al no dar reacciones claras con las pruebas descritas
anteriormente.
1.2.4. Análisis estructural
Los neumococos presentan la estructura clásica de una bacteria gram positiva,
siendo su característica más destacada la de estar rodeada por una cápsula de naturaleza
polisacárida. S. pneumoniae presenta un genoma con 2270 Kb, aunque la ausencia de un
mapa genético ha sido una gran impedimento para la investigación en el campo de la
genética molecular de este microorganismo. La característica de separar fragmentos
largos de ADN por electroforesis de campo pulsado (pulse-field gel electophoresis o
PFGE) ha sido utilizada para realizar mapas bacterianos cromosómicos gracias a la
utilización de enzimas de restricción como SmaI, ApaI, SacII (12). En la figura 1 se
puede observar el mapa físico y genético de S. pneumoniae R6 utilizando diferentes
enzimas de restricción.
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Figura 1. Mapa físico y genético de S. pneumoniae R6 utilizando enzimas de
restricción como SmaI, ApaI y SacII (12).
Por su localización externa, la cápsula representa el primer componente
bacteriano frente al que reaccionan los organismos invadidos, desarrollando anticuerpos
específicos. La cápsula es por ello, la envuelta más estudiada en sus aspectos
morfológicos, bioquímicos y fisiológicos. Sin embargo, existen evidencias que indican
que otras zonas más profundas de la envuelta celular, podrían estar implicadas en
procesos relacionados con la patogénesis del neumococo. Estas envueltas comprenden
SmaI
ApaI
SacII
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la pared celular y la membrana citoplasmática, ambas conteniendo estructuras de interés
para la fisiología del microorganismo.
1.2.4.1. Cápsula
Las cápsulas neumocócicas están compuestas por grandes polímeros
polisacáridos que forman geles hidrófilos en las superficies de los organismos. Estos
polisacáridos son antigénicos y forman la base para la separación de los neumococos en
90 serotipos diferentes. La composición química de la cápsula es variable, incluso
dentro del mismo serotipo. Muchos serotipos poseen componentes ácidos (como el
ácido D-glucorónico o grupos fosfato), ribitol, arabinitol o fosforilcolina. (13, 14). Por
ejemplo, la cápsula del neumococo tipo 3 consiste en unidades repetidas de ácido
celobiurónico disacárido formado por ácido D-glucurónico y D-glucosa conectados por
enlaces glucosídicos beta-1-4. El polímero presenta grupos carboxilos libres, lo cual
contribuye a la electronegatividad del organismo encapsulado.
Las cápsulas tienden a ser mayores durante la fase exponencial de crecimiento,
cuando la síntesis del polisacárido es máxima. En las últimas fases de crecimiento,
cuando la síntesis ha disminuido, las cápsulas disminuyen debido a la difusión del
polisacárido en el medio que los rodea
Los neumococos, generalmente capsulados, pueden perder la propiedad de
formar cápsula por mutación espontanea. Esta alteración se denomina comúnmente
"mutación S-R" pues hace cambiar la superficie de las colonias de una textura lisa
("smooth") y brillante S, a otra relativamente rugosa ("rought") R. Cuando ocurre esta
mutación, se produce una pérdida de virulencia frente al animal huésped, normalmente
susceptible. Se ha demostrado que serotipos sin cápsula son menos virulentos y por lo
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tanto son captados y destruidos por los fagocitos con más facilidad que los capsulados
(virulentas) (15) y esto determina su incapacidad para producir una infección eficaz.
Incluso hay estudios que afirman que las cepas capsuladas virulentas suelen ser
sensibles a penicilina (16).
1.2.4.2. Pared celular
El neumococo posee una pared celular típica de las bacterias gram positivas,
compuesta fundamentalmente por peptidoglicano (residuos de N-acetilglucosamina y N-
acetilmurámico) y ácidos teicoicos.
1.2.4.3. Membrana citoplamática
En la membrana citoplasmática se encuentran localizadas proteínas a las que se
atribuyen actividades enzimáticas importantes, tales como autolisinas, endonucleasas,
proteínas activadoras e inhibidoras y proteínas fijadoras de penicilina (PBPs o penicilin
binding proteins) (17, 18, 19). Otro componente superficial importante que se fracciona
con la membrana citoplasmática es el antígeno de Forssman (20), cuyo papel y
composición se detallará más adelante.
1.2.5. Análisis antigénico
1.2.5.1. Antígenos capsulares
La constitución química de algunos antígenos capsulares de los nuevos tipos de
neumococos, todavía no se ha determinado. Sin embargo, se puede asumir con
seguridad que cada tipo de neumococo está caracterizado por un polisacárido capsular
específico que determina su comportamiento antigénico. Estos tipos se pueden
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identificar por aglutinación, reacción de quellung o por pruebas de precipitación
realizadas con un extracto de las cápsulas neumocócicas.
Algunos de estos polisacáridos de neumococos pueden existir en formas
inmunológicamente diferentes, o pueden ser alterados durante el proceso de extracción
química y purificación.  
1.2.5.2. Antígenos no capsulares
Polisacárido C: El polisacárido capsular no es, de hecho, el único constituyente
antigénico del neumococo. En 1930, se aisló otro componente que presentaba todas las
reacciones usuales de un polisacárido, no se inactivaba por digestión péptidica o tríptica,
y producía en hidrólisis, alrededor de un 30% de azucares reductores, y contenía un
6.1% de nitrógeno. Sin embargo, difería del polisacárido capsular en que contenía ácido
fosfórico. No era tipo-específico, pero parecía caracterizar al neumococo como especie.
Se le designó como "polisacárido C" o somático, y se parece en algunos aspectos a los
antígenos grupo específicos de los estreptococos hemolíticos. Este carbohidrato es el
mayor componente estructural de la pared celular de todos los neumococos. El
polisacárido C es un polímero de ácido teicoico que contiene fosfocolina como
determinante antigénico mayoritario. La fosfocolina es la responsable de la aglutinación
de los neumococos por ciertas proteínas del mieloma (21) y de la interacción del
polisacárido C con una beta-globulina del suero en presencia de calcio; esta beta-
globulina llamada "proteína C reactiva" (22) no es un anticuerpo sino una proteína que
en la sangre normal se encuentra presente en baja concentración, pero su concentración
es elevada en la sangre de pacientes con enfermedades inflamatorias agudas. La unión
de la proteína C reactiva al polisacárido C, puede activar el complemento y mediar la
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fagocitosis. El polisacárido C, además de fosfocolina, contiene N-acetil-galactosamina,
glucosa, fosfato, ribitol y diaminotrideoxihexosa.
Antígeno de Forssman: Este antígeno es un ácido lipoteicoico que se parece al
antígeno polisacárido C ya que contiene colina, pero se diferencia en que el antígeno F
se encuentra localizado en el exterior de la superficie de la membrana celular, donde
está fuertemente unido a ácidos grasos
El antígeno F se parece, en gran número de propiedades físico-químicas y
fisiológicas, a los ácidos teicoicos de membrana de bacterias gram positivas, y esto
sugiere que el antígeno F, con una estructura química compleja, pueda considerarse un
equivalente funcional de los más convencionales ácidos teicoicos de membrana. El
antígeno F es un potente y altamente especifico inhibidor de la autolisina homóloga, la
cual es una enzima ácido-N-acetil-murámico-L-Iisina arnidasa (23). El hecho de que el
antígeno F sea un potente inhibidor de la autolisina sugiere un papel fisiológico
específico de los ácidos lipoproteicos en la regulación in vivo de la actividad hidrolasa
de la mureína en el organismo. Además, el antígeno F realiza también una importante
función en los procesos de adherencia bacteriana.
Proteína M: Constituidas por una serie de proteínas tipo-específicas, solubles en
ácido-alcohol, las proteínas M son importantes en la determinación de la heterogeneidad
antigénica de las cepas no capsuladas.
1.2.6. Virulencia y defensas del huésped
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Es bien conocida la colonización por S. pneumoniae de las membranas mucosas
del tracto respiratorio superior (24) y ello tiene relación indudablemente con la
existencia de una gran proporción de portadores entre los individuos sanos. Es
indudable que se produce una penetración en los tejidos desde los lugares de
colonización en las membranas mucosas, pero su mecanismo de acción aún es oscuro. A
pesar de esto, está comenzando a conocerse la influencia de los factores de virulencia de
este microorganismo y de las defensas utilizadas por el huésped. Pueden contribuir a la
virulencia algunos agentes tóxicos producidos por S. pneumoniae, así por ejemplo, los
neumococos producen una toxina hemolítica, denominada neumolisina, la cual está
inmunologicamente relacionada con las hemolisinas O oxigenolábiles de los
estreptococos hemolíticos y algunos especies del género Clostridium (Clostridium tetani
y Clostridium welchii). La neumolisina es citolítica a altas concentraciones y citotóxica
a bajas concentraciones. Esta toxina inhibe el movimiento ciliar, la actividad bactericida
de los polimorfonucleares e inhibe la síntesis de anticuerpos (25).
No obstante, la virulencia de los neumococos no depende directamente de los
factores tóxicos, sino de la cápsula de polisacáridos. Así la estructura química de los
polisacáridos capsulares determinan el que un serotipo sobreviva en el torrente
sanguíneo y pueda causar infección invasiva. Esto es debido a las diferencias entre los
distintos serotipos en términos de activación de la ruta alternativa del complemento
(26), degradación de los componentes del complemento en la cápsula (27), resistencia a
la fagocitosis (28) y la capacidad de generar anticuerpos (14).
La resistencia del huésped a la infección depende de la rapidez con que las
células fagocíticas eliminan al microorganismo invasor ya que los S. pneumoniae son
destruidos rápidamente después de la ingestión. Por tanto, la resistencia del huésped
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depende de la activación del sistema de complemento (29), ya que este promueve a su
vez la fagocitosis.
En el huésped susceptible, los ácidos teicoicos de la pared celular del
neumococo activan la vía alternativa del complemento; es probable que los
polisacáridos neumocócicos no sean capaces de activar esta vía. En los huéspedes
inmunes, los neumococos activan la vía clásica al ser sensibilizados por anticuerpos
dirigidos contra su sustancia capsular. Dado que la activación de la vía clásica requiere
anticuerpos específicos capsulares, esta se produce relativamente tarde durante la
enfermedad, después de haber comenzado la síntesis del anticuerpo o tras una infección
posterior con el mismo tipo capsular. Independientemente de la vía activada, el
componente C3b del complemento es el factor activo que promueve la fagocitosis, pero
su eficacia a este respecto depende de ciertas variables, siendo la más importante la
localización del C3b sobre la superficie bacteriana. Cuando el C3b se activa por la vía
alternativa, se fija al parecer a la superficie subcapsular de la bacteria. En este lugar, la
cápsula actúa como una barrera física para el reconocimiento del C3b por los fagocitos,
y el efecto de la opsonización por dicho factor disminuye o se pierde. Por otra parte, la
activación de la vía clásica da como resultado la producción de C3b, que se asocia junto
con el anticuerpo a la superficie capsular, donde es reconocido por los fagocitos al
tiempo que se provoca la ingestión (30). Por tanto, la activación de la vía clásica por
anticuerpos capsulares específicos es mucho más efectiva que la inducción de la
opsonización y, sirve como base teórica para la inmunización. La activación de la vía
alternativa es menos eficaz en este sentido, pero puede promover la fagocitosis si se
forman grandes cantidades de C3b. Existen diferencias con respecto a las distintas cepas
de neumococos, de modo que las que inducen la producción de cantidades mayores de
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C3b son opsonizadas con una eficacia mayor y, por tanto, son menos virulentas.
Hay que destacar los posibles efectos de las respuestas del huésped sobre la
patogénesis de las infecciones neumocócicas. Se cree, aunque no se ha demostrado, que
la activación del complemento y la acción de las células fagocíticas podría dar lugar a
una lesión inflamatoria del tejido; la activación de los componentes C3a y C5a, por
ejemplo, estimula la liberación de histamina y serotonina. El C5a es también
quimiotáctico y estimula en los neutrófilos la liberación de enzimas y de metabolitos
oxigenados tóxicos; estas sustancias se liberan también durante la ingestión de las
células bacterianas. Por tanto, existe la posibilidad de que se produzcan lesiones
tisulares durante los procesos que acompañan a las respuestas defensivas del huésped
frente a las infecciones neumocócicas (31).
1.2.7. Clasificación serológica
El principal método de clasificación de los neumococos se basa en la detección
de antígenos polisacáridos de la cápsula mediante pruebas serológicas, de las cuales la
más utilizada es la denominada "quellung" o prueba de hinchazón de la cápsula, aunque
también se pueden utilizar otras técnicas serológicas tales como aglutinación, co-
aglutinación (32) y el dot blot (33). Existen diferentes clasificaciones serológicas para el
neumococo, la americana asigna los números cronológicamente por su aislamiento,
mientras que la clasificación danesa la más utilizada hoy en día está basada en
características antigénicas (34). 
1.2.8. Infección neumocócica
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Los neumococos se encuentran formando parte de la flora normal del tracto
respiratorio humano en el 5 al 60% de la población según las diferentes estaciones del
año. Se ha sugerido que la unión de los neumococos al epitelio faríngeo está mediado
por un receptor de la fibronectina (35). Los mecanismos por los cuales los neumococos
pasan de la nasofaringe hacia el pulmón, por lo tanto produciendo neumonía o migran
directamente a la sangre produciendo bacteriemia todavía no está muy bien
comprendido (36).
La mayoría de las infecciones no se producen tras un estado largo de portador si
no por la adquisición de serotipos recientes (36). Esto sugiere que el estado inmune en
el que se encuentre el huésped en el momento de la colonización tanto como la
virulencia de la cepa determinan si el neumococo permanecerá confinado en la
nasofaringe o llegará a ser invasivo. Fallos en las defensas específicas (IgA) o no
específicas  (secreción de las mucosas, transporte ciliar, etc) del tracto respiratorio
pueden facilitar el paso de los neumococos  a los pulmones (37). Los efectos de la
neumolisina sobre los cilios y los efectos de la proteasa IgA1 secretada por S.
pneumoniae podría también afectar a las defensas citadas anteriormente. Además el
daño en el epitelio causado por infecciones virales previas en las vías respiratorias
también favorece el paso de los neumococos al torrente sanguíneo y de ahí a los
pulmones o a las meninges, aunque también se pueden pasar a las meninges
directamente desde la nasofaringe. La presencia de lisozima en el sitio de infección
contribuye a la lisis de los neumococos a través de la activación de la autolisina. Esta
lisis pone en marcha el proceso inflamatorio, directamente por la atracción de y
activación de fagocitos e indirectamente a través de la activación del complemento. 
La susceptibilidad a la infección suele estar provocada por una serie de factores
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de predisposición entre los que se incluyen la edad avanzada, existencia de
inmunodeficiencias nutrición inadecuada, exposiciones graves o repentinas al frío,
fatiga, consumo de alcohol, diabetes, procesos infecciosos víricos como gripe,
adenovirosis y fiebre Q, procesos broncopulmonares crónicos tributarios de respiración
asistida, y ciertas enfermedades como síndrome nefrótico, Hodgking y mieloma
múltiple.
1.2.9. Sensibilidad a antimicrobianos
El tratamiento de la neumonía neumocócica se ha basado durante casi 40 años,
en la utilización de la penicilina, debido a la sensibilidad inicial de los neumococos a
este antibiótico. Sin embargo, la aparición de cepas resistentes a penicilina y a otros
antimicrobianos ha alterado notablemente la situación en los últimos años, por lo que
hoy día resulta necesario un control estricto del estado actual de las resistencias.
Ya a principios de los años 40, se habían aislado en el laboratorio cepas de
neumococos resistentes a penicilina (38, 39) pero hasta 1967 en Australia no se
describió el primer aislado clínico resistente, el cual resultó ser de resistencia intermedia
a penicilina (0.6 µg/ml) y tetraciclina (5 µg/ml) (40). En 1971 en Nueva Guinea, fueron
descritos más casos de resistencia (41), en 1974, un 12% de 518 aislados de Nueva
Guinea eran resistentes a penicilina (42), y en 1980 un tercera parte de los aislados eran
resistentes (43) 
El primer caso de infección producida por un neumococo resistente en EEUU, se
produjo en 1974 (44). En 1977 ocurrió en Sudáfrica (45) un importante brote con varias
muertes en niños hospitalizados; los neumococos aislados eran altamente resistentes a
penicilina (CMI = 4-8µg/ml), presentando además resistencias múltiples. Estas cepas se
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extendieron posteriormente a otros hospitales sudafricanos. A partir de este brote se
intensificó la investigación sobre resistencias, que se han ido describiendo en numerosos
países tanto desarrollados como en vías de desarrollo (46).
En Europa, España es el país en el que el índice de resistencias del neumococo
es más elevado, seguido de cerca por Hungría y Polonia (47, 48). Además de a la
penicilina, los neumococos han desarrollado resistencias a otros antimicrobianos como
la tetraciclina, sulfamidas, eritromicina, cloranfenicol, siendo frecuente la presencia de
resistencias múltiples (49, 50). En la actualidad se ha empezado a describir la aparición
de S. pneumoniae resistente a ciprofloxacino y otras quinolonas (51).
Por otro lado en los estudios de sensibilidad se analiza siempre un
antimicrobiano de cada grupo y normalmente en los estudios de aislados de la
comunidad se suelen ensayar fármacos como penicilina, eritromicina y ciprofloxacino;
estos fármacos se utilizan, respectivamente como representantes de los betalactámicos,
los macrólidos y las quinolonas. Por eso la discusión que se plantea en estos momentos
se fundamenta en la necesidad de distinguir, en lo que respecta al patrón de resistencias,
si existen diferencias importantes entre estos fármacos que actúan como marcadores o
representantes y los demás antimicrobianos de cada grupo.
S. pneumoniae es uno de los principales microorganismos en los que se precisa
esta revisión del efecto de cada uno de los antimicrobianos  debido a se ha mostrado
como uno de los agentes infecciosos que más resistencias están presentando en los
últimos años y que se asocian con unos patrones de sensibilidad más inestables.
Se ha podido observar que existen falsas creencias en relación con la terapia
antimicrobiana, así es típico considerar que la resistencia a penicilina en el neumococo
va a inutilizar el posible uso de betalactámicos para hacer frente a este microorganismo.
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Por otro lado, ocurre lo mismo con las quinolonas por lo que la progresiva pérdida de
sensibilidad lleva a muchos médicos a rechazar la administración de otros
antimicrobianos de esta familia. Como hemos mencionado anteriormente las tasas de
resistencia a las quinolonas siguen siendo relativamente bajas, pero el uso masivo que se
ha hecho de estos fármacos en los últimos años para el tratamiento de las infecciones
respiratorias nos puede deparar desagradables sorpresas para el futuro. Aunque algunos
autores utilizan a ciprofloxacino como marcador de grupo, otros autores opinan que
ciprofloxacino no resulta un fármaco especialmente representativo. 
1.2.10. Inmunidad y vacunas
La inmunidad frente a las infecciones por neumococos reside en anticuerpos
frente al antígeno polisacárido capsular. La inmunización activa del hombre frente a
infecciones neumocócicas ha sido una materia de gran interés desde los estudios de
inoculaciones en masa realizados en 1918-1919. La gran cantidad de tipos capsulares y
la quimioterapia impidieron, sin embargo, el desarrollo de vacunas con fines
profilácticos.
La continua incidencia de las enfermedades neumocócicas tanto en niños como
adultos, junto a la aparición de cepas resistentes, condujo al desarrollo, a finales de la
década de 1970, de una nueva vacuna polivalente contra los neumococos. En 1977 fue
patentada en los EEUU una nueva vacuna neumocócica, basada en los serotipos más
frecuentes encontrados en las infecciones de los adultos, que contiene polisacáridos
capsulares purificados a partir de los 14 tipos de neumococos predominantes. Con
objeto de aumentar la cobertura de esta vacuna, a mediados de los años 80 se
incrementó el número de antígenos que la constituían de 14 a 23. La efectividad de esta
vacuna en poblaciones inmunizadas protege en un 70-80% de las infecciones
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provocadas por los neumococos. Aunque con algunas reservas, la creencia general es
que la vacuna ofrece una protección contra los graves efectos de las enfermedades
neumocócicas en ciertos grupos de riesgo (guarderías, enfermedades crónicas,
alcoholismo, leucemia, etc.). Sin embargo esta vacuna presenta algunas limitaciones ya
que no induce una respuesta en niños menores de 2 años. Actualmente se está
ensayando una vacuna conjugada que presenta los 7 serotipos más importantes
epidemiológicamente hablando. Datos preliminares sugieren que está vacuna es muy
efectiva en niños menores de 2 años y presenta un 95% de efectividad en la prevención
de enfermedades invasivas (52). El impacto de la vacunación en masa sobre los
serotipos no incluidos en esta vacuna no están claros, ya que se podría producir un
aumento de la resistencia en aquellos serotipos no cubiertos por la vacuna.
2. Antimicrobianos
2.1. Quinolonas
El desarrollo de este grupo de sustancias fue lento, y se inició en 1962 con el
descubrimiento al azar del ácido nalidíxico durante el proceso de purificación de la
cloroquina (53, 54). Su espectro de actividad in vitro era reducido, limitado a bacterias
aerobias gram negativas, con un  perfil farmacocinético desfavorable, limitándose su
uso terapéutico en infecciones del tracto urinario. Más tarde se fueron desarrollando
más derivados, que no diferían mucho del ácido nalidíxico en cuanto al espectro de
acción o la farmacocinética: ácido oxolínico, cinoxacino, flumequina y otros, los cuales
también se vieron limitados al tratamiento de las infecciones de las vías urinarias. Diez
años más tarde, aparecieron otras moléculas, como el ácido pipemídico y la rosoxacina,
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con un radical piperazinil en posición siete que confiere a la molécula actividad sobre
Pseudomonas (55). Poco tiempo después se produjo un rápido avance en el desarrollo
de otras quinolonas, las nuevas fluorquinolonas. Este nuevo grupo incorporó un átomo
de flúor en la posición 6, con lo que se mejoró la farmacocinética y se amplió el
espectro. En 1978, con la publicación de la síntesis del norfloxacino (56), se inició la
etapa más importante de estos compuestos. Posteriormente los nuevos descubrimientos
no han cesado, siendo muy numerosos estos fármacos, algunos comercializados, otros
abandonados y otros en fase avanzada de desarrollo o simplemente patentados. Estas
moléculas, en comparación con las más antiguas, son más activas y más bactericidas,
por lo que se necesitan dosis más bajas para el tratamiento. 
2.1.1. Estructura química
Las quinolonas son sustancias bicíclicas que, como se puede ver en la figura 3,
tienen en común una estructura central constituida por un anillo 4-oxo- 1,4-
dihidroquinoleína, utilizando el término de 4-quinolona para designar a la quinolona
sustituida (57).
1.- NAFTIRIDONAS
     X = XI = XII = C
2.- CINOLONAS
     X = N; XI = XII = C
3.- PIRIMIDIN-PIRIDONAS
     X = C; XI = XII = N
4.- QUINOLONAS
     X = XI = XII = C
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Figura 2. Estructura química de las quinolonas
A esta molécula puede incorporarse una serie de radicales y sustituciones que
influyen de forma importante en sus características y propiedades (58. 59, 60). El
radical carboxilo de la posición 3 y el grupo cetónico de la posición 4 son totalmente
imprescindibles para ejercer su actividad antibacteriana, ya que son necesarios para la
unión a la ADN-girasa.
Las diferencias estructurales entre las distintas quinolonas radican tanto en el
número y posición de los átomos de nitrógeno como en las cadenas laterales y la
presencia de flúor en su molécula. Las sustituciones en la posición 1 influyen en la
afinidad por la ADN-girasa y, por tanto, en la actividad antibacteriana general. Las
sustituciones en la posición 2 afectan a las propiedades farmacocinéticas. El grupo
amino en posición 5 incrementa la actividad in vitro y favorece la absorción. La
introducción de un átomo de flúor en posición 6 da lugar a un incremento en la
inhibición de la ADN-girasa, potenciando la penetración en el interior de la bacteria,
COOH
O
X
NXI
RII
XII
RIII
RRI
1
2
3
4
6
7
8
5
                                                                                                                          Introducción
25
originando una mayor acción antibacteriana sobre microorganismos gram negativos e
incluyendo en su espectro a bacterias gram positivas. Este descubrimiento ha llevado a
la búsqueda de nuevas quinolonas que incorporan un segundo átomo halogenado o de
nitrógeno en posición 8, que pueden ser muy útiles por tener una mejor absorción oral.
El grupo piperacínico heterocíclico en la posición 7, es el responsable de la penetración
y de la posibilidad de administración parenteral.
2.1.2. Clasificación
2.1.2.1. Atendiendo a la estructura química
a) Naftiridonas: ácido nalidíxico y enoxacino.
b) Cinolonas: cinoxacino
c) Pirimidin-pirodonas: ácido pipemídico y ácido piromídico.
d) Quinolonas:
1.- Quinolonas no fluoradas: ácido oxolínico, acroxacino, miloxacino.
2.- Fluorquinolonas:
2.1. Monofluorquinolonas: flumequina, norfloxacino,
ofloxacino, ciprofloxacino, pefloxacino, amilofloxacino,
irlofloxacino, moxifloxacino, gatifloxacino, levofloxacino,
gemifloxacino.
2.2. Difluorquinolonas: lomefloxacino, difloxacino,
sparfloxacino, sitafloxacino.
2.3. Trifluorquinolonas: temafloxacino, fleroxacino,
tosufloxacino, trovafloxacino.
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2.1.2.2. Atendiendo a la aparición en clínica y
comercialización.
La clasificación de King y cols (61) se basa en que las quinolonas de primera
generación son activas frente a infecciones del tracto urinario, las de segunda
generación mejoran la actividad frente a bacterias gram negativas, las de tercera
generación son aquellas con actividad frente a bacterias gram positivas y patógenos
atípicos y las de cuarta generación tienen actividad frente a anaerobios: 
1.- Primera generación: ácido nalidíxico, ácido oxolínico, ácido pipemídico,
flumequina, etc.
2.- Segunda generación: ciprofloxacino, norfloxacino, enoxacino, pefloxacino,
ofloxacino,etc.
3.-Tercera generación: sparfloxacino, gemifloxacino, moxifloxacino,
levofloxacino, etc
4.- Cuarta generación: trovafloxacino.
Otra clasificación formulada por Ball y cols (62) divide las quinolonas en cinco
generaciones:
I.- Quinolonas utilizadas pricipalmentes en infecciones del tracto urinario: ácido
nalidíxico.
IIa.- Quinolonas con actividad predominante sobre gram negativos:
ciprofloxacino.
IIb.- Quinolonas que mejoran su actividad sobre gram positivos: grepafloxacino.
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IIIa.- Quinolonas con buena actividad sobre S. pneumoniae: moxifloxacino,
trovafloxacino.
IIIb.-Quinolonas con muy buena actividad sobre S. pneumoniae y activos frente
a patógenos respiratorios atípicos: gemifloxacino.
Actualmente en España están comercializadas seis fluorquinolonas:
norfloxacino, ciprofloxacino, pefloxacino, ofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino.
2.1.3. Mecanismo de acción
El mecanismo de acción básico de las quinolonas es la inhibición de la síntesis
de los ácidos nucleicos, inhibiendo la ADN-girasa (topoisomerasa II) (63, 64). Esta
enzima es la que corta la doble hélice del ADN cromosómico en fragmentos a los que
superenrolla en sentido negativo, para posteriormente proceder al sellado de los
extremos de ADN que fueron cortados. 
Las quinolonas penetran en las bacterias a través de los canales acuosos de las
porinas y luego por la membrana citoplasmática, sin que el paso sea afectado por el
estado de la pared aunque sí por la temperatura. La entrada es pasiva, sin consumo de
energía y no saturable (65). Las quinolonas hidrófobas es probable que pasen por
liposolubilidad, al igual que los aminoglicósidos (66). En las bacterias gram positivas,
que no tienen porinas ni lipopolisacáridos, el paso es por difusión simple.
Las quinolonas inhiben a la subunidad A de la enzima ADN-girasa (responsable
de los cortes y de los cierres del ADN). Además también se ha probado que existe una
acción sobre la subunidad B de la ADN-girasa (introduce los superenrollamientos
negativos) (67, 68, 69, 70). De esta forma van a impedir la rotura y sobre todo el sellado
de la cadena de ADN de doble hélice y en la formación de nuevos giros adicionales, con
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lo que el ADN, demasiado expandido, no tiene suficiente espacio dentro de la bacteria
(71). Las quinolonas actúan también sobre la topoisomerasa IV (72), enzima
responsable de la separación de las hebras hijas de ADN durante la división celular. Se
ha visto que en las bacterias gram positivas sobre todo en S. pneumoniae, la
topoisomerasa IV suele la primera diana para casi todas las quinolonas (73, 74) y
mientras que en las gram negativas la primera diana sería la topoisomerasa II y la
segunda la topoisomerasa IV (75).
2.1.4. Mecanismos de resistencia
 En general, la resistencia a fluorquinolonas se deben a modificación enzimática
de las subunidades de la ADN-girasa (el principal), alteración de la permeabilidad de las
porinas de la pared celular y por aumento de la expulsión del antibiótico mediante
bombas de flujo.
Las alteraciones en la girasa bacteriana se producen por mutaciones en el gen que
codifica la subunidad A de la ADN-girasa (gen gyrA), esencialmente en la región
determinante de resistencia (QRDR), mutaciones en el gen que codifica la subunidad B
de la ADN-girasa (gen gyrB), mutaciones en la topoisomerasa IV (gen parC y parE)
(75, 76, 77).
Las alteraciones de los perfiles de proteínas de la membrana externa bacteriana
con disminución de la permeabilidad de las porinas externas condicionan resistencia a
las quinolonas (78). Se han descrito alteraciones en bacterias gram negativas como
Escherichia coli (OmpC, OmpF) (79) y Pseudomonas aeruginosa (OprJ, OprN y
OprM) (80).
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El mecanismo de expulsión activa del antimicrobiano al exterior, llevado por
bombas de eflujo, proteínas MexA-MexB-OprK y MexC-MexD-OprM (81), cuando
está aumentado también determina resistencia a quinolonas. Está ligado a genes
reguladores de multirresistencia en P. aeruginosa. Este mecanismo de expulsión
también se ha observado en S. aureus (norA) (82) y en S. pneumoniae (pmrA) (83).
2.1 .5. Factores que influyen en la actividad de las quinolonas.
La efectividad de las quinolonas puede modificarse tanto in vivo como in vitro
por determinados factores, entre los cuales se destacan:
- Inóculo: el incremento del inóculo afecta de forma ligera a la actividad de las
quinolonas fluoradas y de manera más acusada a las no fluoradas.
- Medios de cultivo: el comportamiento de las quinolonas es similar sea cual
fuere el medio utilizado aunque se han encontrado algunas diferencias cuando
comparamos medios con agar y medios líquidos (84).
- pH: de forma general puede afirmarse que la actividad de las fluorquinolonas
disminuye progresivamente a medida que desciende el pH. Aunque las quinolonas
antiguas suelen ser más activas a pH bajo (85, 86).
- Iones: hay una unanimidad en considerar que la eficacia antibacteriana
disminuye en presencia de iones metálicos (84, 85) y se modifica más la actividad
bactericida que la bacteriostática.
- Suero: las fluorquinolonas que tengan baja afinidad por las proteínas séricas, e
su actividad apenas se ve modificada (85).
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- Orina: el pH bajo y la mayor concentración de Mg++ en orina explican que
algunas quinolonas presenten una reducción de la actividad en este medio. 
2.2.  Trovafloxacino
2.2.1. Estructura química
Trovafloxacino (CP-99,219) es una fluorquinolona sintética que puede
emplearse por vía oral o intravenosa. Trovafloxacino se define como una 7-(3-
azabiciclo (3,1,0) hexil)-naftiridona que tiene acción in vitro similar a la de las
quinolonas de segunda generación en Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y otros bacilos
gram negativos aerobios, y posee dos características químicas estructurales muy
importantes (figura 3):
-Un sustituyente 3-azabiciclo en C-7, que incrementa considerablemente la
actividad frente a cocos positivos aerobios.
-Un grupo difluorofenil en posición N-1, que le confiere una buena eficacia
sobre bacterias anaerobias (87, 88).
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Figura 3. Estructura química de trovafloxacino
2.2.2. Mecanismo de acción
Como todas las quinolonas inhiben la síntesis de ácidos nucleicos a nivel de la
ADN-girasa y topoisomerasa IV. En especial, la principal diana donde actúa
trovafloxacino frente a S.  pneumoniae es la topoisomerasa IV (74).
2.2.3. Espectro de acción
Trovafloxacino mantiene la buena actividad in vitro de las quinolonas de
segunda generación sobre Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y otros bacilos gram
negativos aerobios, pero es más activo frente a cocos gram positivos aerobios, incluidos
S. pneumoniae resistente a penicilina (89, 90) y Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (89, 91). También es 8 a 64 veces más activo que ciprofloxacino sobre las
bacterias anaerobias (92, 93). 
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Trovafloxacino presenta una potente actividad frente a patógenos respiratorios
importantes como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis (94), Legionella
pneumophila (95), Mycoplasma pneumoniae (96). También presenta actividad frente a
Toxoplasma gondii (97).
2.2.4. Farmacocinética
2.2.4.1. Absorción
En estudios farmacocinéticos se ha demostrado que trovafloxacino se absorbe
rápidamente, con una biodisponibilidad del 88% (98). Las concentraciones máximas se
alcanzan aproximadamente una hora después de la administración (99). Tanto las
concentraciones máximas como las áreas bajo la curva son lineales y dependientes de la
dosis y se mantienen básicamente estables tras la administración repetida, en intervalos
de 24 horas (100). La presencia de comida no afecta a la cantidad de fármaco absorbida
y no retrasa, o lo hace sólo ligeramente, la aparición del pico máximo de absorción
(101, 102).
2.2.4.2. Distribución
Trovafloxacino presenta un volumen de distribución de 1,3 a 1,6 l/kg, valores
que implican concentraciones tisulares adecuadas, característica de gran importancia
cuando se valora la eficacia de los fármacos en el tratamiento de las infecciones por
bacterias intracelulares. Las concentraciones que trovafloxacino alcanza en orina,
pulmón y exudado inflamatorio están por encima de las CMI90 para la mayoría de los
patógenos sensibles, lo que propicia la investigación clínica en curso con pautas de
administración cada 24 horas (103, 104, 105). A diferencia del resto de quinolonas,
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trovafloxacino presenta concentraciones terapéuticas en líquido cefalorraquídeo (LCR)
(106).
La unión a proteínas del fármaco es de aproximadamente un 70 %, mayor que la
de otras quinolonas (107).
2.2.4.3. Eliminación
La vida media de eliminación de trovafloxacino es de 11 horas,
significativamente mayor a la de ciprofloxacino, eliminándose por vía renal menos del 8
% del fármaco en forma inalterada. La depuración renal del fármaco (6%) es unas 10
veces menor que la de otras quinolonas, que se eliminan en un 40 % a 90 % de la dosis
administrada en forma inalterada por la orina, mientras que los datos disponibles de
trovafloxacino sugieren una eliminación preferente por heces (43%) (108).
2.2.5. Interacciones medicamentosas
Las interacciones mejor descritas son aquellas que se administran
concomitantemente con cationes bi-trivalentes y la inhibición dependiente de
quinolonas del metabolismo del citocromo P450. (109, 110). En voluntarios sanos, las
propiedades farmacodinámicas de warfarina, digoxina, cimetidina, omeprazol y
teofilina no fueron afectadas por la administración simultánea de trovafloxacino (111,
112). 
2.2.6. Efectos secundarios
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Trovafloxacino se tolera bien en dosis oral de 100-300 mg. Tiene pocos efectos
adversos en la dosis de 100 mg y en la dosis de 300 mg los efectos secundarios más
importantes son los mareos y dolor de cabeza. No se ha observado cambios
significativos en parámetros clínicos y hematológicos (113). Por el contrario se han
encontrado reacciones de hepatotoxicidad después de ser comercializado el fármaco
(114). Trovafloxacino muestra bajos niveles de efectos adversos relacionados con
fotosensibilidad (115).
2.3. Gemifloxacino
2.3.1. Estructura química
Gemifloxacino  (SB-265805) ó (LB-20304) es una nueva fluorquinolona que
puede emplearse por vía oral. Gemifloxacino, ácido 7-(3-aminometil-4-metoxiimino-1-
pirrolidin)-1ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-1,8-naftilidina-3-carboxilico metano
sulfónico, es una mezcla racémica  de dos equipotentes enantiómeros (116). 
Esta quinolona presenta un amplio espectro de actividad antimicrobiana frente a
bacterias gram negativas y gram positivas, entre las que destaca su gran actividad frente 
a S. pneumoniae, debido a la presencia de un grupo pirrolidina en el carbono 7 (figura
4):
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Figura 4. Estructura química de gemifloxacino
2.3.2. Mecanismo de acción
Como todas las quinolonas inhiben la síntesis de ácidos nucleicos a nivel de la
ADN-girasa y topoisomerasa IV. En especial, la principal diana donde actúa
gemifloxacino frente a S.  pneumoniae es la topoisomerasa IV (117). 
2.3.3. Espectro de acción
Gemifloxacino mantiene la buena actividad in vitro de las quinolonas frente a
bacilos gram negativos aerobios (118), pero sobre todo destaca su gran actividad frente
a S. pneumoniae  siendo hasta 30 más activo que ciprofloxacino para este patógeno
(119). También destaca su gran actividad frente a otros patógenos respiratorios como
son Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis (120) y patógenos respiratorios
atípicos como Legionella, Mycoplasma y Chlamydia (121, 122, 123) Respecto a las
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bacterias anaerobias gram negativas, gemifloxacino presenta una actividad similar a
sparfloxacino pero 16 veces inferior a trovafloxacino (124). 
2.3.4. Farmacocinética
2.3.4.1. Absorción
En estudios farmacocinéticos se ha demostrado que gemifloxacino se absorbe
rápidamente, con una biodisponibilidad del 70% (125). Las concentraciones máximas se
alcanzan aproximadamente una hora después de la administración (125). Tanto las
concentraciones máximas como las áreas bajo la curva son lineales y dependientes de la
dosis y se mantienen básicamente estables tras la administración repetida, en intervalos
de 24 horas (126). La presencia de comida lleva a un pequeño incremento (3%) en el
área bajo la curva, una disminución en la concentración máxima (12%) y un incremento
en tiempo en alcanzar la concentración máxima (0.75 horas). La administración de
gemifloxacino  simultanea a la de carbonato cálcico produce una reducción de un 20%
en el área bajo la curva (127). 
2.3.4.2. Distribución
Gemifloxacino presenta un volumen de distribución muy alto, 4.97 l/kg para una
dosis de 320 mg, valores que sugieren una gran distribución en los tejidos siendo
importante para valorar la eficacia de los fármacos en el tratamiento de las infecciones
por bacterias intracelulares (126). Gemifloxacino alcanza concentraciones en orina (30 a
120 µg/ml)  suficientes para eliminar a la mayoría de las bacterias gram negativas
responsables de infecciones en el tracto urinario (125). La unión a proteínas del fármaco
es de aproximadamente un 70 %. 
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2.3.4.3. Eliminación
La vida media de eliminación de gemifloxacino es de 6.65 horas,  eliminándose
por vía renal un 28-30% del fármaco aproximadamente en forma inalterada (125).
Gemifloxacino es eliminado por vía renal y por mecanismos no renales como pueden
ser la vía biliar.
2.3.5. Interacciones medicamentosas
En voluntarios sanos, las propiedades farmacodinámicas de warfarina, digoxina,
omeprazol y teofilina no fueron afectadas por la administración simultánea de
gemifloxacino (128, 129, 130, 131). Así no son necesarios ajustes de dosis cuando
gemifloxacino es administrado junto con algunos de los fármacos citados anteriormente.
Como otras quinolonas la toma concomitante de antiácidos con gemifloxacino
interacciona en la absorción de gemifloxacino (132). 
2.3.6. Efectos secundarios
En estudios de voluntarios sanos gemifloxacino se tolera bien con una baja
incidencia de efectos adversos (125, 126) En estudios clínicos en fase II, los efectos
adversos más comunes fueron dolor de cabeza, nausea y dolor abdominal.
Gemifloxacino muestra unos niveles de efectos adversos relacionados con la
fotosensibilidad similar a ciprofloxacino siendo dependiente de la dosis (133). 
   III. Objetivos
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Debido a que la resistencia de S. pneumoniae a diferentes antimicrobianos está
aumentando, en especial a penicilina y eritromicina, las nuevas quinolonas pueden ser
una alternativa a los tratamientos clásicos. Sin embargo, en la actualidad se ha
empezado a describir la presencia de S. pneumoniae resistente a ciprofloxacino y otras
quinolonas, por lo que la búsqueda de nuevas quinolonas que mejoren la actividad
frente a este patógeno debe ser una de las premisas a la hora de investigar nuevas
moléculas. 
Por otro lado, a la hora de determinar la eficacia de un determinado
antimicrobiano hay que abordar la demostración in vitro de la capacidad de producir
una disminución de la masa bacteriana y la extrapolación de dichos efectos a humanos.
Así, para la evaluación de nuevas moléculas, hay que incluir la mayor cantidad de
parámetros farmacocinéticos posible para poder plantear una serie de estudios que nos
permitan relacionar dichos parámetros con la actividad antimicrobiana (CMI y CMB).
Esto nos aproxima lo más posible a lo que ocurre in vivo, ya que la disminución de
actividad in vitro no se acompaña necesariamente con una disminución de la eficacia
terapéutica. 
Como hemos comentado anteriormente, la reciente aparición e incremento de la
incidencia de aislados clínicos de S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino, ha
suscitado el tema de cuáles son los mecanismos que permiten adquirir y diseminar esta
resistencia dentro de las poblaciones de S. pneumoniae. La cuestión es si los aislados
resistentes representan sólo un pocos tipos clonales o es un grupo de cepas con una
diversidad genética que emerge a través de la presión selectiva antibiótica sobre los
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clones existentes.
Estas dos alternativas tienen diferentes implicaciones para elegir cual es la
intervención más apropiada para atajar el incremento en el número de aislados
resistentes. La prevalencia de neumococos resistentes a ciprofloxacino (CMI ≥ 4µg/ml)
está mostrando signos de un incremento mundial. En Canadá, los aislados con
susceptibilidad disminuida ha aumentado desde el 0% en 1993 al 1,7% en 1997 y 1998
(134), mientras que en Barcelona (España) el incremento ha sido incluso más
pronunciado, desde 0,9% en 1991-1992 al 3,0% en 1997-1998 (135). En dos estudios
multicéntricos (20 hospitales) llevados a cabo en España durante 1996-1997 (136) y
1998-1999 (137), la prevalencia de aislados resistentes a ciprofloxacino fue incluso
mayor, 5,3% y 7,1% respectivamente.
Aunque hay muchos estudios dirigidos al conocimiento de los mecanismos de
resistencia a las fluorquinolonas en el neumococo (138, 139, 140), los mecanismos de
aparición y diseminación de los aislados resistentes nos son todavía bien conocidos. 
Así, debido a las necesidades antes expuestas, nos proponemos los siguientes
objetivos: 
1.- Determinar la actividad in vitro de gemifloxacino y trovafloxacino frente a
aislados de S. pneumoniae que presentan sensibilidad disminuida a ciprofloxacino.
2.- Estudiar la actividad bactericida sérica ex vivo medida como títulos
bactericidas séricos y como tasa de muerte bacteriana tras la administración de dosis
orales de gemifloxacino y trovafloxacino frente a un aislado de S. pneumoniae sensible
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a penicilina y ciprofloxacino, y frente a un aislado resistente a penicilina y
ciprofloxacino.
3.- Mediante curvas de letalidad, determinar el papel de los leucocitos PMN en
la actividad bactericida sérica.
4.- Evaluar los parámetros farmacocinéticos y farmacodinámicos tras la
administración de gemifloxacino y trovafloxacino.
5.- Estudiar el efecto del suero en la actividad de gemifloxacino y trovafloxacino
sobre S. pneumoniae.
6.- Determinar el efecto postantibiótico (EPA) in vitro de gemifloxacino y
trovafloxacino frente a S. pneumoniae.
7.- Mediante electroforesis de campo pulsado, determinar la caracterización
molecular en aislados de S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino.
8.- Estudiar el mecanismo de resistencia por bombas de expulsión en S.
pneumoniae mediante hibridación con la sonda pmrA.
III. Material y métodos
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1. Material 
1.1. Microorganismos
Las cepas de S. pneumoniae utilizadas para la realización de estos estudios
fueron recogidas de 2 estudios multicéntricos realizados en España durante 1996 a 1999
137, 141). Los aislados fueron recogidos de infecciones en el tracto respiratorio
adquiridas en la comunidad. Se conservaron en el congelador a -70ºC hasta el momento
de su utilización.
Para su recuperación se descongelaban y se realizaba una siembra de las mismas
en placas de agar columbia (bioMérieux). Las placas así inoculadas se incubaban
durante 24 horas en estufa (Heraeus) con atmósfera del 5% de CO2 a 35 ºC.
1.2. Medios de cultivo
• Caldo Todd-Hewitt (Difco S.A).
• Agar columbia (bioMérieux S.A.).
• Caldo C + Y (pH=8)
1.3. Reactivos, compuestos químicos y biológicos
• Solución salina equilibrada de Hanks (HBSS), (Difco).
• Suero humano
• Tampón fosfato (50 mM KPO4 pH7).
• Tampón de restricción (Tampón SmaI + βmercaptoetanol).
• Tampón SmaI (1M Tris pH8, 20 mM KCl, 6 mM MgCl2)
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• Tampón TBE (Tris base, ácido bórico, EDTA) (Biorad Laboratories)
• Tampón de carga (azul de bromofenol, Xileno cianol FF, sucrosa)
• Agarosa Sea Plaque (FMC Products)
• Agarosa SeaKem LE (FMC Products)
• Solución EC-Lisis (RNAasa +1M Tris pH8, NaCl, 0,5 EDTA pH8, Deoxicolato
sódico, Laurilsarcosina sódica, Brij 58 y agua) 
• Solución ESP (Proteinasa K + EDTA, agua, sarcosil)
• Solución TE (1M Tris pH7,5, 0,5 EDTA pH8, agua)
• Solución de restricción (Tampón 4NEB, enzima SmaI y agua)
• Bromuro de etidio
• Marcador de sondas, Direct Labeling ECL System (Amersham Pharmacia Biotech).
• SSC (Citrato sódico, cloruro sódico, agua).
• Solución de hibridación (tampón de hibridación, agente bloqueante, NaCl)
• Tampón de lavado (Urea 6M, SDS, SSC, agua).
1.4. Antimicrobianos
Los antimicrobianos, trovafloxacino y gemifloxacino, utilizados en el ensayo
fueron suministrados en forma de polvo valorada y fueron proporcionados por
Smithkline Beecham S.A.(Madrid). Ciprofloxacino fue proporcionado por Bayer
S.A.(Madrid)
Los fármacos presentaron las siguientes potencias: 846 µg/mg para
ciprofloxacino, 1000 µg/mg para trovafloxacino y 754 µg/mg para gemifloxacino.
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Todos los antimicrobianos se disolvieron en su solvente correspondiente,
siguiendo las instrucciones del laboratorio farmacéutico para obtener soluciones madre
que se alicuotaron en viales y se conservaron a –18 ºC hasta su utilización.
1.5. Leucocitos polimorfonucleares (PMN)
En los experimentos referentes a la valoración de la inmunidad se utilizaron
leucocitos polimorfonucleares humanos (PMN) procedentes de sangre venosa periférica
de donantes adultos sanos.
Para el aislamiento de los PMNs se utilizaron:
• Tubos EDTA potásico, para evitar la coagulación de la sangre a partir de la cual se
aislaban los PMNs.
• Cloruro amónico (NH4Cl), para inducir la lisis de los eritrocitos.
• HBSS, medio soporte de los PMNs.
En la comprobación de la viabilidad de los PMNs se utilizó Azul Tripan al 0,4%.
1. 6. Instrumentos, aparatos y material fungible
Para la realización del ensayo se emplearon los siguientes instrumentos:
• Estufa a 35ºC con 5% de CO2 (Heraeus).
• Centrífuga (Selecta).
• Espectrofotómetro Hitachi U-1100.
•  Pipetas automáticas.
•  Autoclave.
• Placas Petri. 
                                                                                                               Material y métodos
46
• Tubos de vidrio.
• Matraces.Asas de siembra. 
• Pinzas. 
• Espectofotómetro Spectronic 21 (Bausch&Lomb).
• Ultracentrifuga GS-GR Centrifuge (Beckman)
• Centrifuga 5415C (Eppendorf).
• Aparatos de electroforesis CHEF-DRII y DR-III (Biorad Laboratories).
• Cámara de fotos (Kodak). 
• Sistema de vacío,Vacuum Gene Sistem (Pharmacia LKB Biotech).
• Membranas de nylon (Hybond-N+; Amersham).
• Fijador de ADN, DNA Stratalinker apparatus (Stratagene).
• Película autorradiográfica.
• Programa informático Whole-Band Analyzer (Bioimage).
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2. Métodos
2.1. Estudio de sensibilidad de gemifloxacino y
trovafloxacino frente a cepas de S. pneumoniae.
2.1.1. Pruebas de sensibilidad
La susceptibilidad in vitro se determinó mediante un método semiautomático de
microdilución, determinando las CMIs y CMBs siguiendo las recomendaciones del
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (142) excepto en la
utilización de caldo Todd-Hewitt en lugar de caldo Mueller-Hinton suplementado con
cationes (143).
2.1.1.1. Concentración mínima inhibitoria (CMI)
Definimos la CMI como la concentración más baja de antibiótico que es capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano de forma visible a las 20-24 horas de incubación a
35ºC.
Se realizó por el método de microdilución en caldo previamente descrito para
aerobios (142) y en especial para S. pneumoniae (144) pero con la excepción de que se
utilizó caldo Todd-Hewitt en lugar de Mueller-Hinton con sangre. Se utilizó un inóculo
aproximado de 5 x 105 ufc/ml obtenido por el método de suspensión directa de colonias.
Las determinaciones se realizaron por triplicado, calculándose los valores
modales de las CMIs, a partir de los cuales se calcularon las correspondientes CMI90. Se
utilizó Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 como cepa control.
2.1.1.2. Concentración mínima bactericida (CMB)
Partiendo de las diluciones empleadas en la determinación de la CMI, se
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tomaron 10 µl del tubo correspondiente a esta dilución, así como de las concentraciones
superiores consecutivas. Se sembraron en placas de agar Mueller-Hinton con 5% de
sangre de cordero y se incubaron a 35ºC con 5% de CO2 durante 20-24 h. Como el caso
de la CMI se realizó por triplicado.
Se define la CMB como la concentración correspondiente a la mayor dilución de
antibiótico que inhibe el crecimiento del 99,9 % de los microorganismos.
2.1.2. Aislados clínicos
Para la realización de este estudio se emplearon 73 cepas de S. pneumoniae que
fueron obtenidas de un estudio multicéntrico realizado en España entre 1996 y 1997.
Los aislados fueron obtenidos a partir de pacientes con infecciones respiratorias
adquiridas en la comunidad. Los hospitales incluidos en el estudio fueron los siguientes: 
1.- Hospital Clínico de Barcelona
2.- Hospital San Pablo de Bacerlona
3.- Hospital General de Santiago de Compostela
4.- Hospital Insular de las Palmas
5.- Hospital Clínico de Zaragoza
6.- Hospital La Paz de Madrid
7.- Hospital Virgen de las Nieves de Granada
8.- Hospital Gregorio Marañon de Madrid
9.- Hospital Virgen de Macarena de Sevilla
10.- Hospital Reina Sofia de Cordoba
11.- Hospital Clínico de Salamanca
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12.- Hospital Clínico de Badajoz
13.- Hospital La Fe de Valencia
2.2. Determinación de la actividad bactericida sérica de
gemifloxacino y trovafloxacino 
2.2.1. Voluntarios
Se escogieron doce voluntarios sanos para la realización de un ensayo clínico en
fase I.. El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Investigación del Hospital de
la Paz (Madrid), obteniendo consentimiento informado de todos los voluntarios antes de
su inclusión en el estudio. Los voluntarios recibieron dosis orales únicas de
gemifloxacino (320 mg) y trovafloxacino (200 mg) separadas por un periodo de lavado
de 14 días. Los voluntarios presentaron las siguientes características (media ±
desviación estándar): edad, 26,2 ± 3,5 años, altura, 175,2 ± 4,7 cm, peso, 73,2 ± 4,2 Kg.
Se les realizó un examen físico que incluía un electrocardiograma y pruebas de
laboratorio que incluían recuento de células sanguíneas y pruebas bioquímicas. Estas
pruebas se realizaron antes de la entrada del sujeto en el estudio, antes y a las 24 horas
después de cada dosis de antimicrobiano y una semana después de la administración del
fármaco.
2.2.2. Administración de la dosis y toma de muestras
Durante cada periodo de dosificación, los fármacos fueron administrados con
300 ml de agua. La toma de muestra se realizó mediante la obtención de sangre venosa
(8 ml) que fue recogida, antes de la administración del fármaco (0 h) y a las 1, 2, 4, 6, 8,
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12, 16, 24, 36, 48 y 72 h después de la administración de cada fármaco. Estas muestras
fueron utilizadas para la determinación de las concentraciones alcanzadas en suero y los
títulos bactericidas séricos (TBS). Las muestras de sangre fueron recogidas en tubos con
EDTA como anticoagulante. De los 8 ml de sangre recogidos, 3 ml fueron utilizados
para separar el plasma mediante centrifugación a 3000 r.p.m. durante 10 minutos,
siendo ubicado el plasma en tubos correctamente etiquetados. Las muestras de plasma
fueron almacenadas a -20ºC hasta que se realizó la determinación de la concentración de
fármaco por HPLC. Los 5 ml restantes de sangre venosa fueron utilizados para obtener
suero para la realización del bioensayo, la determinación de los TBS. El suero fue
separado y almacenado a -20ºC hasta la determinación de los ensayos citados
anteriormente. Además en los tiempos basal (-14 días), 1 y 24 horas, se recogieron 9 ml
de sangre venosa que fueron utilizados para obtener suero para la determinación de la
tasa de muerte exvivo mediante curvas de letalidad con PMN. De los 9 ml anteriores, 5
ml se depositaron en tubos EDTA y fueron utilizados para la obtención de PMN.
2.2.3. Elección de las cepas 
 Para la determinación de la actividad bactericida sérica y el resto de estudios
farmacodinámicas se escogieron dos cepas de S. pneumoniae del estudio de sensibilidad
a gemifloxacino y trovafloxacino citado en el apartado 2.1. Las cepas escogidas
presentaban las siguientes características: una cepa con serotipo 3 y sensible a penicilina
y a ciprofloxacino, y la cepa 887 con serotipo 9, resistente a penicilina y a
ciprofloxacino. 
Para observar el efecto del suero humano en la sensibilidad in vitro de los
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fármacos se realizaron las CMI en presencia de un 80% de suero (suero basal de los
voluntarios) y 20% de caldo Todd-Hewitt. Se realizo por triplicado para las dos cepas
del ensayo y se calculó el valor modal de la CMI con suero.
2.2.4. Determinación de las concentraciones séricas de
gemifloxacino y trovafloxacino por método microbiológico (bioensayo)
La concentración en suero de gemifloxacino y trovafloxacino fueron
determinadas utilizando el método de bioensayo de tres dimensiones (145). Para ello, se
empleó agar Müeller-Hinton mezclado a 50ºC con esporas de Bacillus subtilis ATCC
6633 (microorganismo indicador). Las CMI de gemifloxacino y trovafloxacino frente al
microorganismo indicador fue de 0,0035 µg/ml. El agar fue depositado en placas Petri
de 15 cm de diámetro (20 ml por placa). Después de la solidificación, se colocaron en el
agar 12 discos (7mm de diametro, Difco) sobre la superficie del agar, y se añadió a cada
disco 20 µl de cada muestra de suero perteneciente a los diferentes tiempos de recogida
(0 a 72 h) (figura 5). Todas las muestras de un voluntario fueron colocadas en la misma
placa, realizado este procedimiento por triplicado. A continuación las placas fueron
incubadas a 37ºC durante 18-24 h, midiendo posteriormente la zona de inhibición de
todos los discos con un calibrador electrónico (Sylvac Ultra-Cal II, Fowler Scientific). 
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Figura 5. Esquema de colocación de los discos para la realización del bioensayo.
Las curvas patrón fueron realizadas de forma paralela, colocando 11 discos en
agar sembrado con el microorganismo y añadiendo 20 µl de suero humano (pool de los
voluntarios) con concentraciones conocidas de gemifloxacino y trovafloxacino. Estas
concentraciones fueron diluciones dobles desde 0,01 a 12,5 µg/ml. Estas curvas patrón
se realizaron por triplicado (tres placas por cada antimicrobiano). 
Las curvas patrón fueron construidas mediante la representación en gráficas
enfrentando el diámetro de la zona de inhibición y el logaritmo de las concentraciones
de antimicrobiano. Se realizó un análisis de regresión utilizando el programa de
estadistica SPSS 9.0 para obtener la recta que mejor se ajustase. Se calculó la media de
2
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las tres medidas de los diámetros de las zonas de inhibición de cada muestra y se utilizó
para obtener los resultados de la concentración de antimicrobiano extrapolando en la
curva patrón. 
El límite de detección para gemifloxacino y trovafloxacino fue de 0,02 y 0,05
µg/ml, respectivamente. La reproducibilidad para gemifloxacino y trovafloxacino fue
de1.85 % y 2.05 %, respectivamente. 
2.2.5. Determinación de las concentraciones plasmáticas de
gemifloxacino y trovafloxacino por HPLC 
La determinación de las las concentraciones en plasma de gemifloxacino y
trovafloxacino por HPLC (cromatrografia líquida de alta presión) fueron realizadas por
el Dr. Fritz Soergal del Departamento de Analisis de Fármacos de SmithKline Beecham
en Alemania. Así, gemifloxacino y trovafloxacino fueron aislados del plasma humano
utilizando un método basado en la precipitación de proteínas con acetonitrilo. Las
muestras fueron analizadas con HPLC/MS/MS operando en modo de ion positivo y
utilizando un interface Turbo Ionspray. Se utilizaron muestras de 50 µl, siendo el límite
menor de cuantificación de 0,01 µg/ml para trovafloxacino y de 0,025 µg/ml para
gemifloxacino. Se emplearon tres controles de calidad por cada tres concentraciones
dentro del rango de calibración con cada batch de las muestras experimentales. Los
resultados de las muestras de los controles de calidad fueron utilizados para asegurar la
realización y fiabilidad del ensayo.
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2.2.6. Determinación de los títulos bactericidas séricos (TBS) 
Los títulos bactericidas séricos (TBS) fueron determinados frente a las dos cepas
citadas anteriormente usando el método de microdilución (146). Las muestras de suero
(100 µl) recogidas a los diferentes tiempos del estudio (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36,
48, 72 horas) fueron depositadas en el primer pocillo de las placas microtiter y a
continuación fueron diluidas, pasando 50µl de pocillo en pocillo, con suero basal (pool
de muestras de sueros obtenidas de los voluntarios antes de la administración de los
fármacos) y un 20 % de caldo Todd-Hewitt (Difco), quedando de momento 50µl en los
pocillos (figura 6). 
Para la realización del inóculo se llevaron colonias a un matraz que contenía
caldo fresco Todd-Hewitt. Este cultivo se hacía crecer a 35ºC hasta alcanzar una
absorbancia a 580 nm de 0,11, lo que equivalía a una concentración bacteriana de,
aproximadamente, l08 UFC/ml. Se realizó una dilución 1:10 para obtener una
concentración de l07 UFC/ml y a continuación se incluyó un 80% de suero basal. A
continuación fueron depositados 50µl en los diferentes pocillos hasta obtener un
volumen final en cada pocillo de 100 µl y un inóculo final de aproximadamente de 106
ufc/ml (figura 6).
Las microtiters fueron incubadas a 35ºC durante 18-24 h. A continuación fueron
subcultivados 10 µl de aquellos pocillos en los que no hubo crecimiento en placas de
agar sangre libre de antibiótico a 35ºC durante 18-24. El TBS fue definido como la
mayor dilución de suero que produce una reducción del 99,9 % del inóculo inicial.
Figura 6. Esquema de realización de los títulos bactericidas séricas.
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2.2.7. Determinación de la tasa de muerte ex vivo de S.
pneumoniae, en sueros de voluntarios (en presencia y ausencia de
leucocitos polimorfonucleares) tratados con gemifloxacino y
trovafloxacino.
Para la realización de la tasa de muerte en el tiempo basal (-14 días), 0 y 24
horas después de la dosis, se realizaron los siguientes procesos:
2.2.7.1 Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares (PMN)
Los PMN de sangre periférica extraída de cada voluntario sano y anticoagulada
en tubos de EDTA potásico, se aislaron por el método de centrifugación diferencial
descrito por Paul Egleton y cols (147). 
A 5 ml de sangre anticoagulada en tubos EDTA se le añadían 16 ml de cloruro
amónico frío (pH 7,4). Se mezcló bien y se mantuvo en hielo durante 15 minutos para
permitir la hemolisis de los eritrocitos. Esta suspensión celular se centrifugó a 160 x g
durante 10 minutos en contenedores universales de poliestireno de fondo cónico (25 mm
x 90 mm). Una vez centrifugado, las células rojas hemolizadas (sobrenadante) fueron
descartadas, resuspendiéndose el sedimento de leucocitos en cloruro amónico. A
continuación se realizó una nueva centrifugación en las mismas condiciones. Se eliminó
el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 5ml de solución salina equilibrada de
Hanks (HBSS) (Gibco BRL). Las células fueron centrifugadas nuevamente a 55 x g
durante 10 minutos. El sedimento de PMN resultante tras la eliminación del
sobrenadante se resuspendió en 1 ml de HBSS y se mantuvo a 4 ºC hasta su utilización
en las curvas de muerte bacterianas con PMN.
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2.2.7.2. Recuento y ajuste de leucocitos polimorfonucleares (PMN)
La determinación del número de PMNs se realizó en cámara de Neubauer. Se
tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:
1. Número de leucocitos contados: es la media del número de PMN en los
cuatro cuadrantes de la parte superior de la cámara y de los cuatro cuadrantes
de la parte inferior.
2. Corrección de volumen: considerando que cada cuadrante de la cámara tiene
unas dimensiones de 1 x 1 x 0,1, y por tanto un volumen de 0,1 mm3. Como
los leucocitos han sido contados en los cuatro cuadrantes, el volumen total
considerado será de 0,4 mm3. Para obtener un volumen de 1 mm3 debe
multiplicarse 0,4 por 2,5, que es el factor de corrección de volumen.
3. Corrección de dilución: debido a que las células habían sido diluidas al 1:10,
el factor de corrección de la dilución será igual a 10.
4. Recuento final: PMN/ mm3 = nº de leucocitos contados x corrección de
volumen x corrección de dilución. Para obtener el número de PMN por ml, el
resultado de la operación anterior se multiplica por 1000.
Para nuestro ensayo necesitábamos una concentración determinada de PMN que
mantuviera una relación con las bacterias de 10:1, así que, inmediatamente antes del
experimento, los PMN se ajustaron a una concentración de l07 PMN/ml 
2.2.7.3. Estudio de la viabilidad de celular
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La viabilidad de los PMN se determinó por exclusión del colorante vital azul de
tripan al inicio y al final del experimento. El recuento de células blancas se realizó en
cámara de Neubauer. Estas preparaciones debían contener más de 95% de células
blancas viables al principio de cada experimento.
2.2.7.4. Determinación de las curvas de letalidad
Para la realización de las curvas de letalidad fue necesario descongelar las cepas
y realizar siembras en placas de agar sangre. Las placas así inoculadas se incubaban
durante 24 horas en estufa con atmósfera del 5% de CO2 a 35ºC.
Del neumococo crecido en estas placas, como previamente se ha explicado, se
tomaban unas colonias y se llevaban a un matraz que contenía caldo fresco Todd-
Hewitt. Este cultivo se hacía crecer en un baño de agitación a 35ºC hasta alcanzar una
absorbancia a 580 nm de 0,11, lo que equivalía a una concentración bacteriana de,
aproximadamente, l08 UFC/ml. Una vez realizados los pasos anteriores teníamos todos
los componentes necesarios para el desarrollo del ensayo. El inóculo se añadía entonces
a tubos estériles que contenían las siguientes mezclas:
1. Caldo + microorganismo, (C).
2. Caldo + microorganismo + PMN, (P)
3. Caldo + microorganismo + suero, (S)
4. Caldo + microorganismo + suero + PMN, (SP).
El volumen final de cada tubo era de 2 ml y el porcentaje de suero utilizado fue
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del 80%. Debido a la dilución en el tubo de 2 ml y teniendo en cuenta que nuestra
relación final entre bacterias y PMN fue de 10:1, las concentraciones finales fueron de
l07 UFC/ml y l06 PMN/ml, respectivamente.
De tal modo que cada tubo, rotulado como sigue, contenía las proporciones que
se indican de cada componente:
Microorganismo Suero + ATB HBSS PMN
C 200 µl - 1800 µ -
P 200 µl - 1600 µl - 200 µl
S 200 µl 1600 µl 200 µl -
SP 200 µl 1600 µl 200 µl
Los tubos del ensayo se incubaron a 35ºC en baño de agitación durante las 3
horas que duró el mismo. 
Se tomaron alícuotas a tiempos 0, 1, 2 , 3 horas, y se realizaban diluciones
seriadas decimales en tubos. Estos contenían solución salina (0,9%), excepto el primero
de la batería, que contenía agua básica estéril (pH= 10,8), para romper los leucocitos y
liberar las bacterias intracelulares (148). De este modo se obtenía una serie de tubos que
contenía cada uno 10 veces menos concentración de bacterias que el anterior.
El recuento de células viables se hacía en placas de agar sangre. Para ello se
sembraban 20 µl de cada uno de los tubos de la batería en dichas placas. Tras 24 horas
de incubación a 35ºC en estufa con atmósfera del 5% de CO2, se procedía al cómputo de
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las colonias y se obtenía el número de UFC/ml, y la concentración bacteriana a cada
tiempo. Se realizó el recuento de colonias mediante la expresión:
Nº colonias x factor ajuste unidades (50) x dilución (10x)= ufc/ml
x= número de dilución seriada.
2.3. Determinación del efecto postantibiótico (EPA) de
gemifloxacino y trovafloxacino frente a S. pneumoniae con
diferentes concentraciones ( 1, 4, 10 x CMI).
 El efecto postantibiótico (EPA) es la supresión del crecimiento bacteriano que
persiste tras la exposición de un microorganismo a un fármaco (149). Para comprobar la
existencia de EPA se determina la cinética de crecimiento bacteriano una vez eliminado
el antimicrobiano del medio de cultivo. En estas condiciones el EPA se define como la
diferencia en el tiempo (horas) que se requiere para que el recuento de UFC en un
cultivo problema aumente 1 log10 tras eliminar el antimicrobiano, y el tiempo requerido
para que el número de UFC en un cultivo control aumente también 1 log10 con respecto
al recuento observado inmediatamente antes de completar el mismo procedimiento
empleado con el cultivo problema (150). 
La cuantificación del EPA se realizó sometiendo a un cultivo bacteriano en fase
exponencial de crecimiento (107 UFC/ml aproximadamente) a la acción de
concentraciones de antimicrobiano 1 x CMI, 4 x CMI y 10 x CMI, comparando después
con un control.
Todos los cultivos bacterianos fueron expuestos a la acción de las diferentes
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concentraciones de los antibióticos durante 1 hora, excepto el cultivo control, que siguió
el mismo protocolo pero libre de fármaco. Finalizado el tiempo de exposición los
antimicrobianos fueron eliminados mediante técnicas de dilución (151).
En un matraz con 25 ml de caldo Todd-Hewitt se depositaron unas colonias de
neumococo. Este cultivo se incubó hasta alcanzar una concentración bacteriana de 107
UFC/ml, momento en el que el microorganismo fue expuesto a la acción del
antimicrobiano a la concentración correspondiente. Se mantuvo un matraz libre de
antibiótico como control.
Todos los matraces se incubaron en baño de agitación durante 1 hora. Tras este
tiempo se procedió a eliminar el antibiótico de los matraces mediante dilución 1:1000
(151). Como diluyente se utilizó caldo fresco Todd-Hewitt siguiendo el mismo el
mismo protocolo para el control.
Los cultivos lavados y libres de antimicrobiano se incubaron durante 6 horas a
35ºC. Se tomaron alícuotas (200 µl) de los mismos, realizándose recuentos bacterianos a
cada hora, desde el tiempo 0 (momento de la dilución) y hasta la 6ª hora (momento en
que se observó recrecimiento). Se realizó el recuento de colonias mediante la expresión
comentada en apartados anteriores.
 Todo este protocolo se realizó por triplicado para todos los antimicrobianos
ensayados.
El cálculo de la duración del EPA se efectuó mediante la ecuación (152):
EPA = T - C
donde T es el tiempo en horas que tarda el cultivo de microorganismos tratados
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en incrementar 1 log10 su concentración a partir del tiempo 0 (eliminación del
antimicrobiano), y C es el tiempo en horas que tarda el cultivo control en incrementar 1
log10 su concentración a partir del tiempo 0.
La duración del EPA se tomó como la media de los tres experimentos y se
consideró significativo si era superior a 30 minutos (149).
2.4. Determinación de la influencia de suero en la
sensibilidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a cepas
de S. pneumoniae.
2.4.1. Pruebas de sensibilidad 
La sensibilidad in vitro se determinó mediante un método semiautomático de
microdilución, determinando las CMIs y CMBs siguiendo las recomendaciones del
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (142) excepto en la
utilización de caldo Todd-Hewitt en lugar de caldo Mueller-Hinton suplementado con
sangre.
2.4.1.1. Concentración mínima inhibitoria (CMI)
Definimos la CMI como la concentración más baja de antibiótico que es capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano de forma visible a las 20-24 horas de incubación a
35ºC. Se realizó por el método de microdilución en caldo previamente descrito en el
apartado 2.1. Para evaluar la presencia de suero se utilizó un 80% de suero humano
("pool" de suero obtenido de donantes sanos que no habían recibido tratamiento en el
mes previo) y un 20% de caldo Todd-Hewitt. Se utilizó un inóculo aproximado de 5 x
105 ufc/ml obtenido por el método  de suspensión directa de colonias.
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Las determinaciones se realizaron por triplicado, calculándose los valores
modales de las CMIs, a partir de los cuales se calcularon las correspondientes CMI90. Se
utilizó Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 como cepa control.
2.4.1.2. Concentración mínima bactericida (CMB)
Partiendo de las diluciones empleadas en la determinación de la CMI, se
tomaron 10 µl del tubo correspondiente a esta dilución, así como de las concentraciones
superiores consecutivas. Se sembraron en placas de agar con 5% de sangre de cordero y
se incubaron a 35ºC con 5% de CO2 durante 20-24 h. Como el caso de la CMI se realizó
por triplicado. Se define la CMB como la concentración correspondiente a la mayor
dilución de antibiótico que inhibe el crecimiento del 99,9 % de los microorganismos.
 
2.4.2. Asilados clínicos 
Se determinó la susceptibilidad a ciprofloxacino, trovafloxacino y gemifloxacino
de sesenta aislados recientes de S. pneumoniae procedentes de pacientes adultos con
infección respiratoria adquirida en la comunidad en España, y recogidos en un estudio
nacional de vigilancia epidemiológica (1998-1999) (137). Los hospitales incluidos en el
estudio fueron los siguientes: 
1.- Hospital Clínico de Barcelona
2.- Hospital General de Santiago de Compostela
3.- Hospital Insular de las Palmas
4.- Hospital Clínico de Zaragoza
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5.- Hospital La Paz de Madrid
6.- Hospital Virgen de las Nieves de Granada
7.- Hospital Gregorio Marañon de Madrid
8.- Hospital Virgen de Macarena de Sevilla
9.- Hospital de las Cruces de Baracaldo
10.- Hospital Clínico de Salamanca
11.- Hospital Nuestra Señora de Alarcos de Ciudad Real
12.- Hospital Marqués de Valdecilla de Santander
13.- Hospital Virgen de Arreixaca de Murcia
14.- Hospital Dr Pesset de Valencia
15.- Hospital Nuestra Señora de Aranzazu de San Sebastian 
16.- Hospital de San Juan de Barcelona
2.5. Estudio para la caracterización molecular de cepas
de S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino.
Para la realización de este estudio se utilizaron 172 aislados clínicos de S.
pneumoniae que fueron seleccionados a partir de dos estudios realizados en España
(137, 141). Las cepas fueron obtenidas durante 1996 a 1999 en 20 hospitales diferentes
a partir de pacientes con infecciones respiratorias adquiridas en la comunidad. 
Los hospitales incluidos en el estudio fueron los siguientes (figura 7): 
1.- Hospital Clínico de Barcelona
2.- Hospital San Pablo de Bacerlona
3.- Hospital General de Santiago de Compostela
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4.- Hospital Insular de las Palmas
5.- Hospital Clínico de Zaragoza
6.- Hospital La Paz de Madrid
7.- Hospital Virgen de las Nieves de Granada
8.- Hospital Gregorio Marañon de Madrid
9.- Hospital Virgen de Macarena de Sevilla
10.- Hospital de las Cruces de Baracaldo
11.- Hospital Reina Sofia de Cordoba
12.- Hospital Clínico de Salamanca
13.- Hospital Nuestra Señora de Alarcos de Ciudad Real
14.- Hospital Marqués de Valdecilla de Santander
15.- Hospital La Fe de Valencia
16.- Hospital Virgen de Arreixaca de Murcia
17.- Hospital Dr Pesset de Valencia
18.- Hospital Clínico de Badajoz
19.- Hospital Nuestra Señora de Aranzazu de San Sebastian 
20.- Hospital de San Juan de Barcelona
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Figura 7. Distribución geográfica de los diferentes hospitales participantes en el
estudio.
De los 179 aislados resistentes a ciprofloxacino obtenidos durante el periodo que
abarca los dos estudios 1996/1999, 82 fueron seleccionados para el tipado molecular.
Todos excepto 5 de los 82 aislados fueron aislados en adultos: 63 del tracto respiratorio;
14 de hemocultivo; y 5 del oído medio. Otros 90 aislados fueron seleccionadas entre las
cepas sensibles a ciprofloxacino CMI = 1µg/ml de los estudios citados anteriormente en
los mismos periodos de tiempo y en los mismo lugares que las cepas resistentes. La
mayoría de estos, 70 fueron aislados en el tracto respiratorio; 22 de hemocultivo y 12
del oído. Las cepas sensibles a ciprofloxacino fueron seleccionadas para poder comparar
lo mejor posible las características de las cepas resistentes a ciprofloxacino en términos
del perfil de resistencia antimicrobiano y el serogrupo.
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El ADN total de las cepas fue tratado para obtener fragmentos de ADN,
generados por la enzima de restricción y separados por electroforesis de campo pulsado
(PFGE = pulse field gel electrophoresis) utilizando el método de Soares y cols (153).
Este protocolo se utilizó para todas las cepas y consistió en los siguientes pasos: 
2.5.1. Preparación de los discos de neumococos
Se inóculó 60 µl de la cepa descongelada en 6 ml de caldo C+Y (pH=8) hasta
que alcanzó la fase logarítmica una densidad óptica a 620 nm de 0,7-0,9, medida en el
espectofotómetro Spectronic 21 (Bausch&Lomb). A continuación se centrifugó durante
15 minutos a 4000 rpm a 4ºC (GS-GR Centrifuge, Beckman). Se desechó el
sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de tampón fosfato (50 mM KPO4 pH7). Se pasó a
un tubo eppendorf y se centrifugó a máxima velocidad durante 5 minutos (Centrifuge
5415C, Eppendorf).. Se volvió a desechar el sobrenadante y se resuspendió en 200 µl de
tampón fosfato (volumen total aproximado = 240 µl). Se adjustó la concentración
cogiendo 5 µl en 1 ml de tampón fosfato y midiendo la densidad óptica a 620 nm de ese
ml para introducirla en la siguiente fórmula:
V a añadir (ml) = (Densidad óptica-620 nm · 40 · 240)- 240,
donde 40 es el factor de dilución (1 ml / 5 µl). Una vez ajustada la concentración
bacteriana se cogieron 150 µl se colocaron en un tubo eppendorf a 41ºC, donde se
añadieron otros 150 µl de agarosa LMP (low melting point) (Sea Plaque, FMC
Products) al 1,5% en tampón fosfato. Se mezclaron por agitación en el vortex y se
colocaron 10 a 12 gotas de 20 µl sobre una superficie de vidrio envuelta en parafilm,
colocando un portaobjetos encima para dar forma a los discos y dejando que se
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solidifiquen a temperatura ambiente o manteniéndolos a -20ºC durante 5 minutos (ver
figura 8). 
Figura 8. Preparación de los discos para el PFGE.
Se incubaron los discos en tubos con 1 ml de solución EC-Lisis durante 3 horas
a 37ºC para activar la lisis por la acción de los detergentes y destruir el ARN por la
ARNasa que posee. Después se desechó la solución anterior y se incubaron los discos
en 1ml de solución ESP durante 17 horas a 50ºC. Esta solución tiene proteinasa K del
hongo Tritirachium album (Boehringer Mannheim) cuya función es eliminar las
proteínas. A continuación para realizar el lavado, se desechó la solución anterior y se
colocaron los discos en 13 ml de solución TE durante 1 hora a temperatura ambiente.
Este proceso de lavado se repitió hasta 3 veces.
2.5.2. Restricción de los discos
Se realizó el paso de un o dos discos a un tubo eppendorf con 500 µl del tampón
de restricción y se incubó a 25ºC (temperatura de restricción) durante una hora. A
20 µl
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continuación se eliminó el tampón de restricción y se añadieron 45 µl de la solución de
restricción que contiene 15 Unidades de la enzima SmaI (New England Biolabs) y
tampón 4 x NEB (New England Biolabs) . Se incubó durante 4 horas a 25ºC hasta que
se añadió 5 µl del tampón de carga, con azul de bromofenol.
2.5.3. Electroforesis de campo pulsado (PFGE)
Para la realización de la electroforesis los discos fueron introducidos en los
pocillos previamente creados con un peine en un gel de agarosa 1% (SeaKem LE, FMC
Products) con tampón 0,5 x TBE (Biorad Laboratories). Además también se utilizaron
discos de marcadores moleculares (Lambda ladder, New England Biolabs). La
electroforesis de campo pulsado se llevó a cabo en aparatos CHEF-DRII y DR-III
(Biorad Laboratories) donde el gel estaba sumergido en el tampón 0,5 x TBE. Las
características de la electroforesis fueron las siguientes:
- Temperatura: 11,3ºC
- Tiempo. 23 horas
- Pulso inicial: 5 segundos
- Pulso final: 35 segundos
- Potencia: 6 V/cm
- Velocidad de recirculación del tampón: 70
2.5.4.- Tinción y fotografiado
Los geles de agarosa fueron teñidos con bromuro de etidio, sumergiendo el gel
en 250 ml de agua bidestilada con 15 µl de bromuro de etidio, y fueron fotografiados.
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Los diferentes patrones obtenidos por PFGE fueron asignados por inspección visual de
los perfiles de macro-restricción utilizando los criterios aceptados (154). 
2.6. Estudio de hibridación con una sonda del gen pmrA.
El protocolo que se utilizó para realizar la hibridación con la sonda del gen pmrA
consistió en los siguientes pasos (155): 
2.6.1. Elaboración de la sonda
La sonda para el gen pmrA fue elaborada por reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando como ADN “template” la cepa R36A y los primers o
cebadores: pmrAr1-GACAACTAAAGGCAACACAAAGGC y pmrAd4-
TCTAGGTGTAGGGAGTCAGCAAGTC seguido por un método descrito previamente
(140). La sonda abarca desde el nucleotido 194 al 1233 del acceso AJ007367 e incluye
un sitio de restricción para la enzima SmaI site en la posición 1047-1052 (acceso
AJ007367).
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Figura 9. Esquema de la sonda con sus cebadores del gen pmrA (1283 pb).
Para la realización de la PCR se utilizó: 10 x tampón PCR, desoxinucleotidos
dNTP (10mM), MgCl2, y la polimerasa Taq (Amplificate gold) 5 U/µl. Se añadió al
ADN de la cepa R36A previamente cuantificado junto con los primers. Los tiempos y la
temperatura empleadas fueron las siguientes:
- Predesnaturalización:  95ºC 10 minutos
- Desnaturalización: 94ºC 45 segundos  (30 ciclos)
- Hibridación 45ºC 40 segundos (30 ciclos)
- Extensión: 72ºC   1 minuto (30 ciclos)
2.6.2. Transferencia del ADN por Southern blot. 
Los fragmentos de ADN separados por PFGE fueron transferidos a membranas
de nylon (Hybond-N+; Amersham Pharmacia Biotech), utilizando el sistema de vacío,
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Vacuum Gene System (Pharmacia LKB Biotech). Se colocó el gel encima del papel en
el sistema de vacío con una presión de 40 psi y se depositó HCl 0,25 M por encima del
gel hasta cubrirlo durante 5 minutos para romper el ADN. A continuación se eliminó el
HCl y se depositó Tris 0,5 M pH7 durante 30 minutos. Una vez eliminada la solución
anterior se colocó NaOH 0,5 N y NaCl 1,5 M durante 2 horas para desnaturalizar.
Luego se eliminó la solución  anterior y se lavó la membrana con 5x SSC y se dejó
secar la membrana entre papel de 3 mm. Se fijó el ADN a la membrana mediante
radiación ultravioleta (UV) exponiendo la membrana a 12.000 µJulios (DNA
Stratalinker apparatus, Stratagene).
2.6.3. Preparación de la sonda marcada 
La sonda fue marcada con el sistema Direct Labeling ECL System (Amersham
Pharmacia Biotech), como recomendaba el fabricante. Para ello el ADN que se quiere
marcar se diluye en agua a una concentración de 10 ng/µl, incluyendo las sondas para
los marcadores lambda. Se desnaturaliza el ADN mediante calentamiento an agua
hirviendo durante 5 minutos para pasar rápidamente otros 5 minutos a hielo. A
continuación se centrifuga y se añaden cantidades iguales de reactivo marcador
(peroxidasa) y del ADN que queremos marcar y a continuación se añade cantidades
iguales de glutaraldehido, que permite la unión del ADN a la peroxidasa, y el ADN que
queremos marcar. De esta forma obtenemos la sonda del gen pmrA marcada.
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2.6.4. Hibridación de la sonda
Las membranas fueron hibridadas con la sonda de ADN marcada con el sistema
Direct Labeling ECL System (Amersham Pharmacia Biotech), como recomendaba el
fabricante. Así, las membranas se introducen en los tubos enrolladas y fueron lavadas
con 5x SSC (solución de citrato sódico y cloruro sódico) a 42ºC durante 15 minutos con
agitación constante. Se incuba la solución de hibridación durante al menos 30 minutos y
se mezcla en un tubo eppendorf con la sonda anteriormente preparada. La solución de
hibridación presenta un agente bloqueante que es una proteína que se va a unir a la
membrana dejando libre solo las zonas que presentan ADN y así la sonda se une solo al
ADN y no a toda la membrana. Esta solución de hibridación con la sonda se introduce
en el tubo donde está la membrana agitandose y se deja durante toda la noche a 42ºC. 
Al día siguiente, se elimina la solución de hibridación y se lava con 5 x SSC
durante 10 minutos y acontinuación una vez eliminado este se vuelve a lavar con el
tampón de lavado, que va a eliminar de la membrana todas aquellas proteínas y ADN
que no haya quedado unido a la membrana, durante 20 minutos a 42ºC, dos veces
consecutivas. Al final se vuelve a lavar con 5 x SSC durante 5 minutos.
Una vez acabados los lavados se saca la membrana y se une a las soluciones de
detección durante 1 minuto a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se elimina las
soluciones de detección y se coloca en oscuridad una película autorradiográfica encima
de la membrana durante 30 minutos. A continuación se revela la membrana para
observar las diferentes bandas de hibridación. 
 El tamaño molecular de la bandas de hibridación fueron determinadas por la
comparación con marcadores conocidos. La intensidad de la banda de la hibridación con
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pmrA fue determinada por analisis computerizado utilizando el programa Whole-Band
Analyzer, Bioimage.
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IV. Resultados
1. Determinación de la sensibilidad de gemifloxacino y
Bibliografía
75
trovafloxacino frente a  cepas de S. pneumoniae.
Definimos la CMI como la concentración más baja de antibiótico que es capaz de
inhibir el crecimiento bacteriano de forma visible a las 20-24 horas de incubación a 35ºC. Las
73 cepas utilizadas en este estudio fueron clasificadas en diferentes grupos de acuerdo a la
CMI de ciprofloxacino: CMI= 2 µg/ml, CMI= 4 µg/ml, CMI= 8 µg/ml y  CMI ≥16 µg/ml. La
comparación de las CMI de trovafloxacino frente a gemifloxacino (clasificadas por la CMI a
ciprofloxacino) fue realizada usando el test no paramétrico de la U-Mann-Whitney.
El rango y la CMI90 de gemifloxacino y trovafloxacino en grupos de cepas clasificados
por la CMI de ciprofloxacino se muestra en la tabla 2. Se encontró que gemifloxacino
presenta una mejor actividad que trovafloxacino, estadísticamente significativa (p<0,001)
frente S. pneumoniae, independientemente de la CMI de ciprofloxacino. Utilizando el punto
de corte provisional sugerido por la British Society of Antimicrobial Agents (BSAC) para
cepas resistentes a gemifloxacino (≥ 0,5 µg/ml) (156), todas las cepas estudiadas fueron
sensibles a dicho antimicrobiano. Este punto de corte viene de la siguiente fórmula: 
Punto de corte = (Cmax · f / t · e) x S              
donde,
Cmax es el pico de concentración en sangre de fármaco microbiológicamente activo =
1,1 µg/ml
f es el factor que representa la unión a proteínas: 1 (<70%), 0.5 (70-90%) y 0,2
(>90%). 
t es el factor que representa la semivida: 2 (< 1h),1 (1-3h) y 0,5 (>3h)
e es el número de veces que la Cmax debe exceder la CMI (Indice de Neu = 4)
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El resultado de la operación se redondea al valor más cercano en la serie de diluciones
dobles. El resultado sale 0,55 por lo que redondeando se obtiene 0,5. 
Tabla 2. Rango y CMI90 de gemifloxacino y trovafloxacino en grupos de cepas clasificados
por la CMI de ciprofloxacino.
Trovafloxacino Gemifloxacino
Grupos de cepas
por la CMI de
ciprofloxacino Rango (µg/ml) CMI90 (µg/ml) Rango (µg/ml) CMI90 (µg/ml)
CMI = 2 µg/ml
(n=30)
0,03-0,12 0,12 0,007-0,03 0,03
CMI = 4 µg/ml
(n=28)
0,03-4 1 0,007-0,12 0,06
CMI = 8 µg/ml
(n=7)
0,06-0,5 0,5 0,015-0,06 0,06
CMI ≥ 16 µg/ml
(n=8)
1-4 4 0,06-0,25 0,25
En cambio para trovafloxacino 9 de las 73 cepas (12.3%) estudiadas presentaron
sensibilidad disminuida o resistencia intermedia a trovafloxacino (CMI ≥ 2 µg/ml) mientras
que 4 de las 73 cepas (5.5%) fueron plenamente resistentes a trovafloxacino (CMI ≥ 4 µg/ml)
(tabla 2). Se observó que existe una correlación significativa entre las CMI de trovafloxacino
y de gemifloxacino y la  CMI de ciprofloxacino, ya que a medida que aumenta la CMI a
ciprofloxacino aumenta la CMI90 a las dos nuevas quinolonas. 
Por otro lado, las cepas fueron clasificadas en tres grupos respecto a su sensibilidad a
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penicilina (sensible, intermedia, resistente). No se observó correlación con la CMI a penicilina
para ninguna de las tres quinolonas ya que indistintamente del nivel de sensibilidad a
penicilina las cepas presentaron la misma CMI90 a las tres quinolonas estudiadas (tabla 3). 
Tabla 3. Rango y CMI90 de ciprofloxacino, gemifloxacino y trovafloxacino en grupos de
cepas clasificados por el nivel de sensibilidad a penicilina.
Sensible a penicilina Intermedia a penicilina Resistente a penicilina
Rango
(µg/ml)
CMI90
(µg/ml)
Rango
(µg/ml)
CMI90
(µg/ml)
Rango
(µg/ml)
CMI90
(µg/ml)
Ciprofloxacino 2-16 2 2-16 4 2-8 4
Trovafloxacino 0.03-2 0.12 0.06-4 0.12 0.03-0.5 0.06
Gemifloxacino 0.007-0.25 0.015 0.015-0.25 0.015 0.015-0.12 0.015
2. Determinación de la actividad bactericida sérica después
de una dosis oral de gemifloxacino (320 mg) y una dosis oral de
trovafloxacino (200 mg).
2.1. Elección de cepas y sensibilidad
Las cepas escogidas para la realización del ensayo clínico presentaron las siguientes
características (tabla 4): una cepa con serotipo 3 sensible a penicilina y a ciprofloxacino y otra
con serotipo 9 resistente a penicilina y a ciprofloxacino. Las CMI para la cepa con serotipo 3
fueron 0,03 y 1 µg/ml para penicilina y ciprofloxacino respectivamente, y para la cepa con
Bibliografía
78
serotipo 9 fueron 2 y 4 µg/ml para penicilina y ciprofloxacino respectivamente. Mientras que
para los antimicrobianos ensayados, las modas de la CMI y CMB (µg/ml) para la cepa con
serotipo 3 para gemifloxacino fueron 0,015 y 0,03, respectivamente y para trovafloxacino
0,06 y 0,12, respectivamente. Para la cepa con serotipo 9 las modas de la CMI y CMB
(µg/ml) para gemifloxacino fueron 0,03 y 0,06, respectivamente y para trovafloxacino 0,25 y
0.5, respectivamente.  
Tabla 4. CMI (µg/ml) de las cepas utilizadas en el ensayo.
Cepas Penicilina Ciprofloxacino Gemifloxacino Trovafloxacino
Serotipo 3 0,03 1 0,015 0,06
Serotipo 9 2 4 0,03 0,25
En la tabla 4b se observa que las CMI y CMB cuando son realizadas con suero son
similares para gemifloxacino excepto la CMB de la cepa con serotipo 9 en la que aumentó
una dilución, mientras que para trovafloxacino aumentó al menos dos diluciones cuando las
CMI se realizaron con suero.
Tabla 4b. Efecto del suero en la CMI y CMB (µg/ml) de las cepas utilizadas en el ensayo.
Gemifloxacino TrovafloxacinoCepa Ensayo
CMI CMB CMI CMB
Con suero 0,015 0,03 0,25 1Serotipo 3
Sin suero 0,015 0,03 0,06 0,12
Con suero 0,03 0,12 1 >1Serotipo 9
Sin suero 0,03 0,06 0,25 0,5
2.2. Determinación de las concentraciones séricas por método
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microbiológico (bioensayo) y plasmáticas por HPLC de gemifloxacino y
trovafloxacino 
Las concentraciones de gemifloxacino y trovafloxacino determinadas por HPLC y
bioensayo se muestran en la tabla 5 y 6 y en las figuras 10 y 11: 
Tabla 5. Concentraciones séricas de gemifloxacino obtenidas en plasma por HPLC y suero
por bioensayo (µg/ml; media + DS).
Gemifloxacino
HPLC Bioensayo
Tiempo toma de
muestra (h)
Nº de muestras1 Media ± DS Nº de muestras1 Media ± DS
0
1
2
4
6
8
12
16
24
36
48
72
0
12
12
12
12
12
12
12
12
11
3
0
1.42 + 0.58
1.16 + 0.21
0.60 + 0.10
0.45 + 0.09
0.35 + 0.07
0.21 + 0.05
0.12 + 0.03
0.06 + 0.02
0.02 + 0.00
0.01 + 0.00
0
12
12
12
12
12
12
12
12
2
0
0
2.59 + 1.17
1.47 + 0.48
0.72 + 0.16
0.60 + 0.16
0.47 + 0.20
0.29 + 0.10
0.19 + 0.08
0.06 + 0.03
0.06 + 0.00
1 Nº de muestras con concentraciones de gemifloxacino por encima del límite de detección
(bioensayo: 0.02 µg/ml y HPLC: 0.01 µg/ml).
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Tabla 6. Concentraciones séricas de trovafloxacino obtenidas en plasma por HPLC y suero
por bioensayo (µg/ml; media + DS).
Trovafloxacino
HPLC Bioensayo
Tiempo toma de
muestra (h)
Nº de muestras1 Media ± DS Nº de muestras1 Media ± DS
0
1
2
4
6
8
12
16
24
36
48
72
0
12
12
12
12
12
12
12
12
11
3
0
1.92 + 0.74
1.93 + 0.42
1.52 + 0.32
1.34 + 0.28
1.09 + 0.24
0.79 + 0.18
0.54 + 0.13
0.33 + 0.10
0.15 + 0.05
0.08 + 0.02
0.03 + 0.00
0
12
12
12
12
12
12
12
12
2
0
0
3.65 + 1.03
2.76 + 0.75
2.00 + 0.62
1.82 + 0.42
1.55 + 0.41
1.15 + 0.28
0.86 + 0.24
0.43 + 0.16
0.22 + 0.11
0.13 + 0.08
1 Nº de muestras con concentraciones de trovafloxacino por encima del límite de detección
(bioensayo: 0.05 µg/ml y HPLC: 0.025 µg/ml).
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Figura 10. Concentraciones de gemifloxacino por HPLC y bioensayo
Figura 11. Concentraciones de trovafloxacino por HPLC y bioensayo
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Correlación entre el HPLC y el bioensayo: la relación entre las concentraciones
determinadas por bioensayo y por HPLC para ambos antimicrobianos fue determinada por
una regresión de 2º orden polinómica (figura 12 y 13).
Figura 12. Correlación entre los dos métodos utilizados para gemifloxacino
Figura 13. Correlación entre los dos métodos utilizados para trovafloxacino. 
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Las concentraciones de gemifloxacino y trovafloxacino determinadas por HPLC y por
ensayo microbiológico correlacionaron bien (r2 = 0.85 y r2 = 0.84 para gemifloxacino y
trovafloxacino, respectivamente), pero los niveles determinados por bioensayo fueron más
altos que los medidos por HPLC principalmente en la primeras muestras para trovafloxacino y
gemifloxacino (tabla 5 y 6). 
Por otro lado las concentraciones alcanzadas por trovafloxacino fueron superiores a las
alcanzadas por gemifloxacino para los dos métodos estudiados. Se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) entre los niveles determinados por bioensayo y HPLC entre
gemifloxacino y trovafloxacino sobre las primeras 24 h de muestreo.
2.3. Determinación de los parámetros farmacocinéticos y
farmacodinámicos
Una vez determinadas las concentraciones se realizó un análisis farmacocinético para
determinar los diferentes parámetros farmacocinéticos. Las concentraciones en plasma a lo
largo del tiempo de gemifloxacino y trovafloxacino fueron analizadas por métodos no
compartimentales utilizando el programa WinNonlin Professional versión 1.5. Se calcularon
los siguientes parámetros farmacocinéticos (unidades) para ambas quinolonas:
- Cmax (concentración máxima alcanzada en plasma) (µg/ml)
- Tmax (tiempo en alcanzar la Cmax) (h)
- t1/2 (vida media de eliminación) (h)
- AUC0-24h (área bajo la curva) (µg.h/ml)
Los valores de estas parámetros han sido establecidos realizando la media de los 12
voluntarios (tabla 7). Todos los cálculos fueron basados en los tiempos de muestreo recogidos
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a lo largo del estudio. Se calculó la constante de eliminación aparente (λz) utilizando un
análisis de regresión lineal. La vida media de eliminación (t1/2) fue calculada como Ln 2/λz.
El área bajo la curva de las concentraciones en plasma entre el tiempo 0 y las 24 h (intervalo
de dosis) fue calculada para ambos antimicrobianos utilizando un área trapezoidal lineal hasta
la Cmax y un área logarítmica trapezoidal para el resto de la curva (157). Los parámetros
farmacocinéticos de gemifloxacino y trovafloxacino están basados en las concentraciones
totales obtenidas en el estudio.
Tabla 7.  Parámetros farmacocinéticos (media + DS) de gemifloxacino y trovafloxacino
basados en los datos obtenidos en el HPLC y el bioensayo.
Gemifloxacino TrovafloxacinoParámetros
HPLC Bioensayo HPLC Bioensayo
Cmax (µg/ml) 1.57 + 0.43 2.62 + 1.15 2.15 + 0.44 3.75 + 0.84
Tmax (h)* 1 (1 – 2) 1 (1 – 2) 1 (1 – 2) 1 (1 – 2)
t 1/2 (h) 7.80 + 0.99 5.41 + 1.61 10.7 + 1.5 10.07 + 3.10
AUC0-24h(µg h/ml) 7.99 + 1.59 11.03 + 3.26 21.39 + 4.42 31.12 + 5.65
* mediana (rango)
Los parámetros farmacodinámicos muestran la relación entre la sensibilidad in vitro y
la farmacocinética. Debido a que las quinolonas son concentración dependiente (157) se
calcularon los siguientes parámetros farmacodinámicos para las dos cepas estudiadas: 
- Cociente inhibitorio = Cmax/CMI
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- AUC0-24h/CMI
En la tabla 8 se muestran los parámetros farmacodinámicos calculados para
gemifloxacino y trovafloxacino frente a ambas cepas de S. pneumoniae. Los parámetros
farmacodinámicos de gemifloxacino y trovafloxacino están basados en las concentraciones de
fármaco libre  obtenidas en el estudio, teniendo en cuenta el porcentaje de unión a proteínas
(gemifloxacino 69% y trovafloxacino 76%).
Tabla 8. Parámetros farmacodinámicos (media + DS) de gemifloxacino y trovafloxacino
basados en los datos obtenidos en el HPLC y el bioensayo.
Gemifloxacino TrovafloxacinoParámetros
HPLC Bioensayo HPLC Bioensayo
Cmax/ CMI 
Serotipo 3
104.37 + 28.75 174.8 + 76.4 35.90 + 7.33 62.44 + 13.97
Cmax/ CMI 
Serotipo 9
52.18 + 14.38 87.4 + 38.2 8.61 + 1.76 14.98 + 3.35
AUC0-24/CMI
 Serotipo 3
532.99 + 105.9 735.65  + 217.5 356.47 + 73.6 518.62 + 94.1
AUC0-24/CMI
 Serotipo 9
266.5 + 52.9 367.83 + 108.7 85.55 + 17.7 124.47 + 22.6
2.4. Determinación de los títulos bactericidas séricos 
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Además de la determinación de los títulos bactericidas séricos (TBS) experimentales
se calcularon los títulos predictores utilizando los niveles determinados en la HPLC y en el
bioensayo por el método descrito por Drusano y cols (159) y se representaron por la expresión
1/2n , donde n es el número de diluciones dobles que los niveles alcanzados en suero por el
antimicrobiano están por encima del valor de la CMB. Los TBS fueron expresados como el
inverso, así un TBS = 1/2 se expresa como 2. Se consideró que el último TBS que se puede
detectar para ser calculado fue un TBS=2, por lo tanto todos los TBS<2 calculados fueron
descartados.
Tanto las áreas bajo la curva de los títulos bactericidas (AUBC) experimentales como
las predictoras fueron calculadas a partir de una gráfica de los títulos bactericidas
experimentales y predictores frente al tiempo. El AUBC predictora fue calculada como el área
bajo la curva del tiempo cero al tiempo en el que el último título bactericida fue detectado
(AUBC 0-último) haciendo las medias de la regla trapezoidal. Todos los cálculos fueron
realizados con WinNonline Professional.
Los TBS experimentales y predictores (calculados con los datos obtenidos por HPLC
y bioensayo) para gemifloxacino y trovafloxacino están incluidos en las tablas 9-12. Los TBS
presentados en las tablas vienen expresados como la mediana de los 12 voluntarios.
Ninguna de las muestras predosis de las dos quinolonas mostró actividad bactericida
frente a ambas cepas (TBS < 2). Respecto a los TBS predictores calculados con los datos del
HPLC y el bioensayo solo se encontraron diferencias significativas para ambos
antimicrobianos a las 1 h y 12 h. Por el contrario se encontraron diferencias significativas para
ambos antimicrobianos cuando se comparó los TBS predictores obtenidos en el bioensayo y
los TBS experimentales en todos los tiempos de las muestras con ambos antimicrobianos y
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ambas cepas desde 0 a 24 h, excepto en 3 tiempos de las muestras con gemifloxacino frente el
serotipo 3. 
Con respecto a los TBS experimentales, se encontró que los TBS para gemifloxacino
fueron significativamente más altos que para trovafloxacino para ambas cepas. Mientras que
trovafloxacino no presentó actividad bactericida en cualquiera de las muestras de suero
después de las 8 horas de las dosis, gemifloxacino mostró actividad bactericida en las
muestras de suero hasta las 24 horas postdosis para la cepa  sensible (serotipo 3) y hasta las 8
horas postdosis para las cepa resistente (serotipo 9). No se encontraron diferencias cuando se
comparó la actividad bactericida a lo largo del tiempo de gemifloxacino frente a la cepa con
serotipo 9 y cuando se comparó trovafloxacino frente a la cepa con serotipo 3. En el Tmax
para ambas quinolonas (1 hora), gemifloxacino presentó unos TBS 4 veces superiores a los
obtenidos por trovafloxacino para ambas cepas.
La mayor actividad bactericida de gemifloxacino fue demostrada por el área bajo la
curva de los títulos bactericidas (AUBC), donde gemifloxacino presentó una AUBC 8 veces
mayor que la de trovafloxacino frente ambas cepas de S. pneumoniae. Los valores de las
AUBC de gemifloxacino y trovafloxacino para ambas cepas figuran en las tablas 13 y 14.
La comparación de los TBS fue realizada por análisis de la varianza con dos factores
(tratamiento y fase de ensayo) con medidas repetidas. Los resultados fueron confirmados con
un análisis no paramétrico (test de Wilcoxon y Mann-Whitney). Una p<0.01 fue considerada
como significación estadística.
Tabla 9. Títulos bactericidas séricos (TBS) experimentales y predictores (con los niveles
obtenidos con HPLC y bioensayo) de gemifloxacino frente a la cepa de S. pneumoniae con
serotipo 3. Los datos viene expresados como mediana (rango).
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Gemifloxacino-Serotipo 3
PredictoresTiempo de muestra
(h)
Experimentales
HPLC Bioensayo
0
1
2
4
6
8
12
16
24
36
48
72
<2 (<2 - <2)
32 (16 - 64)
16 (8 - 32)
12 (8 - 16)
8 (4 - 16)
16 (2 - 8)
4 (2 - 4)
2 (<2 - 4)
1 (<2 - 2)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
32 (16 - 64)
32 (16 - 32)
16 (8 - 16)
8 (8 - 16)
8 (4 - 8)
4 (4 - 8)
4 (2 - 4)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
64 (32 – 128)
32 (16 - 64)
16 (8 – 32)
16 (8 – 16)
8 (8 – 16)
8 (4 – 16)
4 (2 – 8)
<2 (<2 - 4)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
Los TBS vienen expresados por el inverso (Ej.: TBS= 1/2 = 2) 
Tabla 10. Títulos bactericidas séricos (TBS) experimentales y predictores (con los niveles
obtenidos con HPLC y bioensayo) de gemifloxacino frente a la cepa de S. pneumoniae con
serotipo 9. Los datos viene expresados como mediana (rango).
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Gemifloxacino-Serotipo 9
PredictoresTiempo de muestra
(h)
Experimentales
HPLC Bioensayo
0
1
2
4
6
8
12
16
24
36
48
72
<2 (<2 - <2)
8 (4 - 16)
4 (2 - 8)
4 (<2 - 8)
2 (<2 - 8)
2(<2 - 4)
<2 (<2 - 4)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
16 (8 - 32)
16 (8 - 16)
8 (4 - 8)
4 (4 - 8)
4 (2 - 4)
2 (2 - 4)
2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
32 (16 - 64)
16 (8 - 32)
8 (4 - 16)
8 (4 - 8)
4 (4 - 8)
4 (2 - 8)
2 (<2 - 4)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
Los TBS vienen expresados por el inverso (Ej.: TBS= 1/2 = 2) 
Tabla 11. Títulos bactericidas séricos (TBS) experimentales y predictores (con los niveles
obtenidos con HPLC y bioensayo) de trovafloxacino frente a la cepa de S. pneumoniae con
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serotipo 3. Los datos viene expresados como mediana (rango).
Trovafloxacino-Serotipo 3
PredictoresTiempo de muestra
(h)
Experimentales
HPLC Bioensayo
0
1
2
4
6
8
12
16
24
36
48
72
<2 (<2 - <2)
8 (2 - 8)
4 (2 - 4)
2 (<2 - 4)
2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
16 (2 - 16)
8 (<2 - 16)
8 (4 - 16)
8 (4 - 8)
8 (4 - 8)
4 (2 - 8)
4 (2 - 4)
2 (<2 - 4)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
16 (8 - 32)
16 (16 - 16)
8 (8 - 16)
8 (8 - 16)
8 (8 - 8)
8 (4 - 8)
4 (2 - 8)
2 (2 - 4)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
Los TBS vienen expresados por el inverso (Ej.: TBS= 1/2 = 2) 
Bibliografía
91
Tabla 12. Títulos bactericidas séricos (TBS) experimentales y predictores (con los niveles
obtenidos con HPLC y bioensayo) de trovafloxacino frente a la cepa de S. pneumoniae con
serotipo 9. Los datos viene expresados como mediana (rango).
Trovafloxacino-Serotipo 9
PredictoresTiempo de muestra
(h)
Experimentales
HPLC Bioensayo
0
1
2
4
6
8
12
16
24
36
48
72
<2 (<2 - <2)
2 (2 - 4)
<2 (<2 - 4)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
4 (<2 - 4)
2 (<2 - 4)
2 (<2 - 4)
2 (<2 - 2)
2 (<2 - 2)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
4 (2 - 8)
4 (4 - 4)
2 (2 - 4)
2 (2 - 4)
2 (2 - 2)
2 (<2 - 2)
<2 (<2 - 2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
<2 (<2 - <2)
Los TBS vienen expresados por el inverso (Ej.: TBS= 1/2 = 2) 
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Tabla 13. Area bajo la curva de los títulos bactericidas (AUBC) experimental y predictora
(con los niveles obtenidos con HPLC y bioensayo) de gemifloxacino frente a ambas cepas de
S. pneumoniae. 
PredictorasCepa Experimentales
HPLC Bioensayo
Serotipo 3 168 (66 - 260) 165 (102 - 258) 216 (177 - 483)
Serotipo 9 30 (7 - 100) 72 (45 - 117) 102 (83 - 242)
Tabla 14. Area bajo la curva de los títulos bactericidas (AUBC) experimental y
predictoras(con los niveles obtenidos con HPLC y bioensayo) de trovafloxacino frente a
ambas cepas de S. pneumoniae. 
PredictoraCepa Experimentales
HPLC Bioensayo
Serotipo 3 22 (5 - 32) 120 (59 - 182) 191 (130 - 250)
Serotipo 9 2 (2 - 24) 16 (3 - 32) 36 (20 - 51)
2.5. Determinación de la tasa de muerte ex vivo de S. pneumoniae, en
sueros de voluntarios (en presencia y ausencia de leucocitos
polimorfonucleares) tratados con gemifloxacino y trovafloxacino.
Las curvas de letalidad de S. pneumoniae sensible a penicilina y ciprofloxacino
(serotipo 3) y resistente a penicilina y ciprofloxacino (serotipo 9) en presencia de suero, PMN
y suero + PMN a los -14 días (basal), 1 y 24 horas están representadas en las figuras 14-19.
Los valores de estas curvas han sido establecidos realizando la media de los 12 voluntarios.
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La reducción del inóculo inicial (RII) a los 3 horas del ensayo y para cada tiempo de muestra
(basal, 1 y 24 horas) está recogido en la tabla 15 para la cepa con serotipo 3 y en la tabla 16
para la cepa con serotipo 9. Para comparar estadísticamente los diferentes curvas se realizó un
análisis de la varianza con comparaciones múltiples (test de Scheffé).
Si comparamos las curvas a lo largo del tiempo de las diferentes muestras (basal, 1 y
24 horas) obtenemos que en general para todas las curvas estudiadas, para ambas cepas y
ambos antimicrobianos, en el control y los PMN no se observaron diferencias significativas (p
≤ 0,05) en la reducción del Log10 de las UFC/ml entre la visita basal y las visitas postdosis (1
y 24 horas) a las 3 horas del ensayo (tabla 15 y 16). 
Si nos detenemos en el tratamiento realizado con suero y suero + PMN, encontramos
diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0,05) en la reducción del Log10 UFC/ml entre
la visita basal y la muestra de 1 hora para ambas quinolonas, pero no encontramos diferencias
significativas entre la visita basal y la muestra de 24 horas, salvo en el caso cepa sensible con
gemifloxacino. Mientras que si comparamos lo que ocurre entre las visitas postdosis (1 y 24
horas), comprobamos que existen diferencias significativas entre las dos curvas (tabla 15 y
16) para ambos antimicrobianos.
Si comparamos la actividad de los antimicrobianos ensayados podemos observar  en la
tabla 15 y 16 que la reducción del inóculo inicial a la 1 hora (log10UFC/ml) en las curvas que
contenían suero y suero + PMN para ambas cepas de S. pneumoniae, tanto sensible como
resistente, fue mayor para gemifloxacino que para trovafloxacino existiendo diferencias
significativas. Mientras que sólo se observó una reducción del inóculo inicial a las 24 horas en
las curvas de suero y suero + PMN cuando gemifloxacino fue enfrentado a la  cepa sensible
(serotipo 3), no observándose este efecto para trovafloxacino cuando fue enfrentado a la cepa
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sensible ni para gemifloxacino ni trovafloxacino cuando fueron enfrentados a la cepa
resistente (serotipo 9). 
Para comprobar la actividad de los PMN, se comparó la reducción del inóculo inicial a
las 3 horas (log10UFC/ml) entre las curvas de suero frente a suero + PMN. No se encontraron
diferencias significativas cuando se comparó la curva con suero y la de suero + PMN para
ninguna de las dos cepas, ni para gemifloxacino ni trovafloxacino (tabla 15 y 16). Además en
ninguna de las curvas de letalidad se observó una reducción del inóculo inicial cuando fueron
ensayados los PMN por separado.
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Tabla 15 . Reducción del inóculo inicial (log10UFC/ml ± D.S.) de S. pneumoniae con serotipo
3 a las 3 horas del ensayo en los diferentes tiempos tomadas de voluntarios tras la
administración de una dosis oral  de 320 mg de gemifloxacino y 200 mg de trovafloxacino.
Curva Gemifloxacino Trovafloxacino
Basal Control -0.83 ± 0.25 -0.83 ± 0.25
PMN -1.56 ± 0.36 -1.58 ± 0.16
Suero -1.62 ± 0.18 -1.61 ± 0.13
Suero + PMN -1.74 ± 0.14 -1.62 ± 0.16
1 h Control -0.71 ± 0.23 -0.71 ± 0.23
PMN -0.61 ± 0.10 -1.32 ± 0.39
Suero 1.99 ± 0.2 1.50 ± 0.25
Suero + PMN 2.01 ± 0.03 1.40 ± 0.27
24 h Control -0.85 ± 0.20 -0.85 ± 0.20
PMN -1.53 ± 0.11 -1.49 ± 0.09
Suero 0.09 ± 0.16 -1.00 ±.0.03
Suero + PMN 0.36 ± 0.10 -0.98 ± 0.01
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Tabla 16. Reducción del inóculo inicial (log10UFC/ml ± D.S.) de S. pneumoniae resistente a
penicilina (serotipo 9) a las 3 horas del ensayo en las diferentes tiempos  tomadas de
voluntarios tras la administración de una dosis oral  de 320 mg de gemifloxacino y 200 mg de
trovafloxacino.
Curva Gemifloxacino Trovafloxacino
Basal Control -0.71 ± 0.33 -0.71 ± 0.33
PMN -1.37 ± 0.15 -1.32 ± 0.12
Suero -1.67 ± 0.16 -1.51 ± 0.05
Suero + PMN -1.68 ± 0.13 -1.53 ±0.08
1 h Control -0.82 ± 0.01 -0.82 ± 0.01
PMN -1.25 ± 0.12 -1.44 ± 0.07
Suero 1.89 ± 0.2 0.99 ± 0.33
Suero + PMN 1.92 ± 0.19 1.03 ± 0.29
24 h Control -0.88 ± 0.24 -0.88 ± 0.24
PMN -1.60 ± 0.01 -1.66 ± 0.04
Suero -0.53 ± 0.05 -1.00 ±.0.03
Suero + PMN -0.56 ± 0.01 -0.98 ± 0.01
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Figura 14. Curvas de letalidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a la cepa de S.
pneumoniae serotipo 3 en la muestra basal.
Figura 15. Curvas de letalidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a la cepa de S.
pneumoniae serotipo 9 en la muestra basal.
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Figura 16. Curvas de letalidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a la cepa de S.
pneumoniae serotipo 3 en la muestra de 1 hora.
Figura 17. Curvas de letalidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a la cepa de S.
pneumoniae serotipo 9 en la muestra de 1 hora.
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Figura 18. Curvas de letalidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a la cepa de S.
pneumoniae serotipo 3 en la muestra de 24 horas.
Figura 19. Curvas de letalidad de gemifloxacino y trovafloxacino frente a la cepa de S.
pneumoniae serotipo 9 en la muestra de 24 horas.
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3. Determinación del efecto postantibiótico (EPA) de
gemifloxacino y trovafloxacino con diferentes concentraciones ( 1,
4, 10 x CMI) frente a S. pneumoniae.
El efecto inducido in vitro sobre el crecimiento de S. pneumoniae cepa sensible
(serotipo 3) y resistente (serotipo 9) a penicilina y ciprofloxacino  tras una exposición de 1
hora a concentraciones de 1, 4 y 10 CMI de los antimicrobianos ensayados se muestra en las
figuras 20-23. En la tabla 17 y 18 aparecen los valores de EPA inducidos por cada
antimicrobiano. Se considera un EPA significativo el superior a 30 minutos (149).
Tabla 17. Efecto postantibiótico (en horas) de gemifloxacino frente a S. pneumoniae sensible
(serotipo3) y resistente (serotipo 9) a penicilina y ciprofloxacino.
GEMIFLOXACINO 1 x CMI 4 x CMI 10 x CMI
SEROTIPO 3 0.7 1.2 1.5
SEROTIPO 9 0.3 0.9 1.4
Tabla 18. Efecto postantibiótico (en horas) de trovafloxacino frente a S. pneumoniae sensible
(serotipo3) y resistente (serotipo 9) a penicilina y ciprofloxacino.
TROVAFLOXACINO 1 x CMI 4 x CMI 10 x CMI
SEROTIPO 3 0.7 1.2 2.1
SEROTIPO 9 0.4 1.3 2.1
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Se obtuvieron EPA significativos para todas las concentraciones de gemifloxacino y
trovafloxacino y para las dos cepas estudiadas, salvo en la concentración 1x CMI de las dos
quinolonas frente a la cepa resistente (serotipo 9).
Comparando los resultados obtenidos respecto a las cepas sensible y resistente, no se
observaron diferencias significativas para trovafloxacino ni gemifloxacino en las
concentraciones superiores (4 x CMI y 10 x CMI) indistintamente de la cepa estudiada. Por
otro lado cuando se compararon trovafloxacino y gemifloxacino, se obtuvieron EPA similares
para ambas quinolonas y para las dos cepas y en todas las concentraciones, salvo en la
concentración de 10 x CMI de las cepas con serotipo 3 y con serotipo 9 donde trovafloxacino
presentó un EPA ligeramente superior, 2.1 y 2.1 horas, respectivamente, a gemifloxacino que
presentó un EPA de  1.5 y 1.4 horas, respectivamente.
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Figura 20. Representación del efecto postantibiótico (EPA) de gemifloxacino a
concentraciones de 1, 4 y 10 CMI frente la cepa con serotipo 3.
Figura 21. Representación del efecto postantibiótico (EPA) de gemifloxacino a
concentraciones de 1, 4 y 10 CMI frente la cepa con serotipo 9.
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Figura 22. Representación del efecto postantibiótico (EPA) de trovafloxacino a
concentraciones de 1, 4 y 10 CMI frente la cepa con serotipo 3.
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Figura 23. Representación del efecto postantibiótico (EPA) de trovafloxacino a
concentraciones de 1, 4 y 10 CMI frente la cepa con serotipo 9.
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Resultados
4. Determinación de la influencia de suero en la sensibilidad
de gemifloxacino y trovafloxacino frente a cepas de S.
pneumoniae.
Debido a los resultados obtenidos en las CMI realizadas con suero frente a
gemifloxacino y trovafloxacino y los resultados obtenidos en los TBS se planteó realizar una
estudio donde se valorase la influencia del suero en la actividad de las quinolonas frente a un
número más significativos de aislados.
Así, definimos la CMI como la concentración más baja de antibiótico que es capaz de
inhibir el crecimiento bacteriano de forma visible a las 20-24 horas de incubación a 35ºC. Las
60 cepas utilizadas en este estudio fueron clasificadas en diferentes grupos de acuerdo a la
CMI de ciprofloxacino: CMI= 0.5 µg/ml (14 cepas), CMI= 1 µg/ml (10 cepas), CMI= 2
µg/ml (8 cepas), CMI= 4 µg/ml (11 cepas) y CMI ≥8 µg/ml (17 cepas).
Los porcentajes de resistencia fueron calculados utilizando los puntos de corte
establecidos por el NCCLS para trovafloxacino (144). Para ciprofloxacino se consideró a las
cepas resistentes con una CMI ≥ 4 µg/ml (puntos de corte no disponibles en el NCCLS),
mientras que para gemifloxacino se consideraron cepas resistentes a aquellas con una CMI  ≥
1 µg/ml, según la concentración máxima obtenidas en nuestro estudio (punto de corte no
disponible en el NCCLS). 
La CMI90 y porcentaje de resistencia determinados en caldo (C) y suero (S) de
ciprofloxacino, trovafloxacino y gemifloxacino en grupos de cepas clasificados por la CMI de
ciprofloxacino se muestran en la tabla 19. 
Para los resultados obtenidos con caldo, se encontró que gemifloxacino presenta una
mejor actividad que trovafloxacino, estadísticamente significativa (p<0,001) frente S.
Resultados
pneumoniae, independientemente de la CMI de ciprofloxacino, confirmando el estudio
realizado en el primer apartado. No se encontraron cepas resistentes a gemifloxacino para
ninguno de los grupos con diferentes CMI a ciprofloxacino, mientras que para trovafloxacino
aumento el porcentaje de cepas resistentes cuando la CMI a ciprofloxacino fue de 4 y ≥ 8
µg/ml.
Respecto a la CMI realizadas con suero se observó un aumento de la CMI90 para
trovafloxacino y gemifloxacino respecto a la CMI90 realizada en caldo indistintamente de la
CMI a ciprofloxacino. Los porcentajes de resistencia obtenidos cuando las CMI fueron
realizadas con suero fueron iguales a los obtenidos en caldo para gemifloxacino salvo para las
cepas con CMI a ciprofloxacino ≥ 8 µg/ml que aumentó hasta un 29% de cepas resistentes. El
porcentaje de resistentes totales pasó de 0% cuando las CMI fueron realizadas con caldo hasta
el 7% cuando fueron realizadas con suero. 
En cambio para trovafloxacino, los porcentajes de resistencia obtenidos cuando las
CMI fueron realizadas con suero aumentaron cuando la CMI a ciprofloxacino fue 4 y ≥ 8
µg/ml, de 18 a 46% y 65 a 82%, respectivamente. Los porcentajes de resistentes totales de
trovafloxacino pasaron de 22% cuando las CMI fueron realizadas con caldo hasta el 38%
cuando fueron realizadas con suero.
Por otro lado la influencia de suero en ciprofloxacino también fue patente ya que el
porcentaje de resistentes totales pasó de 47% cuando las CMI fueron realizadas con caldo
hasta el 63% cuando fueron realizadas con suero.
La comparación de las CMI de trovafloxacino frente a gemifloxacino (clasificadas por
la CMI a ciprofloxacino) fue realizada usando el test no paramétrico de la U-Mann-Whitney,
con un nivel de confianza de 95 %.
Resultados
Tabla 17. CMI90 y porcentaje de resistencia determinados en caldo (C) y suero (S) de
ciprofloxacino, trovafloxacino y gemifloxacino en grupos de cepas clasificados por la CMI de
ciprofloxacino.
Ciprofloxacino Trovafloxacino GemifloxacinoGrupos de cepas
por la CMI de
ciprofloxacino
CMI90
C/S
(µg/ml)
% R
C/S
CMI90
C/S
(µg/ml)
% R
C/S
CMI90 C/S
(µg/ml)
% R
C/S
CMI = 0.5 µg/ml
(n=14)
0.5/2 0/9 0.125/1 0/0 0.03/0.125 0/0
CMI = 1 µg/ml
(n=10)
1/4 0/30 0.125/0.5 0/10 0.03/0.25 0/0
CMI = 2 µg/ml
(n=8)
2/4 0/75 0.125/0.5 0/0 0.03/0.125 0/0
CMI = 4 µg/ml
(n=11)
4/16 100/100 2/4 18/46 0.25/0.5 0/0
CMI ≥ 8 µg/ml
(n=17)
16/32 100/100 4/8 65/82 1/2 0/29
Total 
(n=60)
16/32 47/63 2/8 22/33 0.5/1 0/7
Resultados
 5. Estudio para la caracterización molecular de cepas de S.
pneumoniae resistentes a ciprofloxacino
La distribución de los asilados resistentes a ciprofloxacino de acuerdo a la
susceptibilidad (CMI) fue de 62,1, 18,2, 15,8 y 3,6% para las CMI de 4, 8, 16 y >16µg/ml,
respectivamente (tabla 20). Respecto a la distribución de los serogrupos de los aislados
resistentes a ciprofloxacino, los más frecuentes fueron el serogrupo 19 (19.2%), 3 (13.2%), 9,
14 y 23 (12.0%), 6 (8.4%) y 18 (4.8%). Un 3.6% de las cepas fueron no tipables y el resto
(14.8%) pertenecían a otros serogrupos (figura 24).
Tabla 20. Distribución de los 82 aislados resistentes a ciprofloxacino respecto al grado de
resistencia a ciprofloxacino(CMI)
CMI a ciprofloxacino (µg/ml)
4 8 16 >16
Nº de cepas (%) 51 (62,1%) 15 (18,2%) 13 (15,8%) 3 (3,6%)
Figura 24. Distribución de los aislados resistentes a ciprofloxacino por su serogrupo.
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Los perfiles obtenidos por la digestión con SmaI en el PFGE en el que al menos había
dos aislados similares fueron asignados arbitrariamente con letras (A, B, C, etc), excepto para
aquellos clones previamente reconocidos internacionalmente que siguieron la nueva
nomenclatura recomendada. La tabla 21 resume los diferentes perfiles de PFGE incluyendo
las variantes subtipos de los aislados de S. pneumoniae resistentes (en rojo en la tabla) y
sensibles a ciprofloxacino. 
Cada línea en la tabla representa aislados que tienen el mismo perfil de PFGE (mismo
clon y mismo serogrupo) con la excepción de algunos aislados que representan patrones
únicos que son clasificados por serogrupo (tabla 22). La mayoría de los clones identificados
en este estudio fueron recogidos en más de un hospital y se observó que fueron identificados
clones diferentes en todos los hospitales donde fue analizado más de un aislado. Aunque se
encontraron tres excepciones de tres clones resistentes a ciprofloxacino (clones B, E y K),
cada uno específico de tres hospitales diferentes. 
Tabla 21. Diversidad de los perfiles microbiológicos de los aislados estudiados.
Ciprofloxacinoa Tipo PFGE Serogrupo Antibiotipoc
(resistente a)
Nº total de
cepas
Sensible A 3 9
 3-1-1-0 A 3 P(1), C(1), F(1) 5
 1-0-0-0 B 3 1
 1-0-0-0 B 19 P 1
 1-0-2-0 C 6 P(2), E, C 3
 2-0-0-0 D 8 2
 2-0-0-0 E 14 P, C, F 2
Sensible F 18 1
 3-0-0-0 F 18 3
 2-0-0-0 G 19 P(1), E(1), C 2
 2-0-0-0 H 19 E 2
Sensible I 19 1
 0-1-0-0 I 19 E 1
Resultados
Sensible J 19 P(1), E, C 2
 1-0-0-0 J 19 E 1
 1-0-1-0 K 35 E 2
Sensible L NDd 1
Sensible L NTe 1
 1-0-0-0 L ND 1
Sensible M 3 2
Sensible N 6 C(1) 2
Sensible O 9 2
Sensible P 14 P, E(1), C, F(1) 2
Sensible R 15 E(1) 2
Sensible S 19 E(1) 2
Sensible T 19 P, E, C 2
Sensible V 11 2
Sensible W 24 1
Sensible W NT E, C(1) 2
Sensible France9V-3 9 P, C 3
Sensible France9V-3 14 P(3),C, F(1) 4
 1-0-0-0 France9V-3 3 1
 5-2-0-0 France9V-3 9 P(4), E(2), C, F(2) 7
 1-2-0-0 France9V-3 14 P(2), E(1), C(2), F(1) 3
Sensible Spain14-5 14 P, E, C 1
 0-0-2-0 Spain14-5 14 P, E, C, F(1) 2
Sensible Spain23F-1 19 P(3), E(3), C 4
Sensible Spain23F-1 23 P(2), E(2), C, F(1) 4
 4-1-1-1 Spain23F-1 19 P(5), E(4), C, F(3) 7
 3-0-4-0 Spain23F-1 23 P(4), E(5), C(6), F(2) 7
a Los aislados fueron clasificados con sensible si CMI =1µg/ml. Por otro lado, en la cepas CIP-R se
presenta el número de aislados en cada grupo según la CMI a ciprofloxacino: 4-8-16->16µg/ml.
b Los aislados que presentan el mismo clon por EFCP pero expresan diferentes serogrupo vienen
señalados en cursiva.
c C=Cefaclor, E=Eritromicina, F=Cefotaxima y P=Penicilina. Entre paréntesis el número de aislados
que eran resistentes, cuando no lo fueron todos.
d No determinado
e No tipable
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Tabla 22. Diversidad de los perfiles microbiológicos de los aislados estudiados con clones
únicos.
Ciprofloxacinoa Tipo PFGE Serogrupo Antibiotipoc
(resistente a)
Nº total
de cepas
Sensible Único 6 E 3
Sensible Único 9 P(2), E(1), C(2), F(1) 5
Sensible Único 14 P(1), E(1), C(1), F(1) 2
Sensible Único 18 C(1) 2
Sensible Único 19 P(2), E(1), C(3), F(1) 5
Sensible Único 23 P(2), E(1), C(2) 4
Sensible Único 28 1
Sensible Único 34 1
Sensible Único NDd 6
Sensible Único NTe E(2), C(4) 9
 3-1-0-0 Único 3 E(1), C(3) 4
 1-0-0-0 Único 4 1
 1-2-0-1 Único 6 P(1), E(3), C(2), F(1) 4
 2-0-1-0 Único 9 E(1) 3
 1-0-0-0 Único 11 E 1
 0-1-1-1 Único 14 P(2), E(2), C(2), F(1) 3
 1-0-0-0 Único 18 1
 1-0-1-0 Único 19 E(1), C(2), F(1) 2
 1-0-0-0 Único 22 1
 3-0-0-0 Único 23 E(1), C(2) 3
 1-0-0-0 Único 31 1
 0-1-0-0 Único 35 P, C 1
 1-0-0-0 Único ND 1
 1-2-0-0 Único NT P(2), E, C, F(1) 3
 a Los aislados fueron clasificados con sensible si CMI =1µg/ml. Por otro lado, en la cepas CIP-R se
presenta el número de aislados en cada grupo según la CMI a ciprofloxacino: 4-8-16->16µg/ml.
b Los aislados que presentan el mismo clon por EFCP pero expresan diferentes serogrupo vienen
señalados en cursiva.
c C=Cefaclor, E=Eritromicina, F=Cefotaxima y P=Penicilina. Entre paréntesis el número de aislados
que eran resistentes, cuando no lo fueron todos.
d No determinado
e No tipable
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Relación entre la CMI a ciprofloxacino y los tipos clonales: 
 La tabla 21 mostró que aislados que tienen el mismo perfil de PFGE y mismo
serogrupo pueden ser resistentes a ciprofloxacino y sensibles a ciprofloxacino (clones A, F, I
y J). Además, tres clones, con la excepción de los clones internacionalmente diseminados
presentaron diferentes niveles de resistencia (clones A, C y K). Por otro parte, varios clones
internacionalmente diseminados fueron identificados entre los aislados resistentes a
ciprofloxacino y los sensibles a ciprofloxacino (tabla 21). La figura 25 y 26 muestra los
miembros del clon internacional France9V-3 y del Spain23F-1 con diferentes grados de
sensibilidad a ciprofloxacino. No es de sorprender que los aislados resistentes a
ciprofloxacino con idéntico antibiotipo y serogrupo pertenecen a diferentes clones definidos
por PFGE (ej., clones I y J) (tabla 21). 
La tabla 23 muestra el número de clones diferentes encontrados entre los aislados
resistentes y sensibles a ciprofloxacino. Por otro lado, al incrementarse la CMI a
ciprofloxacino no se produce una reducción en la diversidad de los perfiles de PFGE. Así, se
identificaron 32 patrones diferentes por PFGE entre los 51 aislados con CMI a ciprofloxacino
de 4µg/ml; 12 entre los 15 aislados con CMI de 8µg/ml; 7 entre los 13 aislados con CMI
de16µg/ml y ninguno de los 3 aislados con MIC>16µg/ml tenía un perfil idéntico por PFGE
(figura 27). 
Resultados
Figura 25. Miembros del clon France9V-3 (serotipo 9 y 14) y clones únicos con serotipo 9
separado por PFGE previa digestión con SmaI 
La CMI a ciprofloxacino (µg/ml) entre paréntesis de cada cepa: N-1524(4), N-463(4), 887(4), 127(4), N-270(8),
N-268(4), N-383(8), N-674(4), N-45(1), N-349(1), N-267(1), 768(8), N-871(4), N-281(8), N-580(1), 924(1),
769(1), N-963(1), 92(4), 26(1), 959(1), 76(16), N-127(4), 195(1), N-411(1). CIP= ciprofloxacino, R= resistente,
S= sensible. Las flechas indican el tamaño en kilobases
Figura 26. Miembros del clon Spain23F-1 (serotipo 19 y 23) separado por PFGE previa
digestión con SmaI.
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Tabla 23. Número de clones diferentes respecto a la sensibilidad a ciprofloxacino.
Resistentes a ciprofloxacino Sensibles a ciprofloxacino
Nº de cepas 82 90
Nº de clones diferentes 44 57
Figura 27. Número de tipos de PFGE respecto la CMI a ciprofloxacino.
En la tabla 24 se observan el número de cepas por cada tipo de patrón de PFGE y los
clones únicos donde observamos el porcentaje de cada tipo de patrón de PFGE  respecto al
número de cepas resistentes a ciprofloxacino. Así, hay que destacar que aproximadamente un
30 % (en gris en la tabla 24) de los aislados resistentes a ciprofloxacino pertenecen a dos
clones internacionales ampliamente extendidos (Spain23F-1 y France9V-3).
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Tabla 24. Número de cepas por cada tipo de patrón de y el porcentaje de cada tipo de patrón
de PFGE respecto al número de cepas resistentes a ciprofloxacino
Tipo PFGE Nº de
cepas
Nº de cepas CIP-
R (%)
Nº de cepas
CIP-S
Nº cepas CIP-R/
Total CIP-R (%)
Spain23F-1 22 14 (64) 8 17,1
France9V-3 18 11 (61) 7 13,4
Spain14-5 3 2 (67) 1 2,4
A 14 5 (36) 9 6,1
B 2 2 (100) 0 2,4
C 3 3 (100) 0 3,7
D 2 2 (100) 0 2,4
E 2 2 (100) 0 2,4
F 4 3 (75) 1 3,7
G 2 2 (100) 0 2,4
H 2 2 (100) 0 2,4
I 2 1 (50) 1 1,2
J 3 1 (33) 2 1,2
K 2 2 (100) 0 2,4
L 3 1 (33) 2 1,2
M 2 0 2 -
N 2 0 2 -
O 2 0 2 -
P 2 0 2 -
R 2 0 2 -
S 2 0 2 -
T 2 0 2 -
V 2 0 2 -
W 3 0 3 -
Único 69 29 (42) 40 35,4
Total 172 82 90
Resultados
Aislados que presentan el mismo tipo clonal pero expresan diferente serogrupo.
En la cepa N-1524 (en rojo en la figura 24), con serogrupo 3, fue observado que presentaba el
perfil de PFGE típico del clone France9V-3. Además, aislados de otro clon no observado
previamente y designado con la letra B expresó dos serogrupos diferentes, 3 y 19 (en amarillo
en la tabla 21). Además, se observó al igual que ya se había descrito previamente (159, 160,
161, 162), varios aislados que pertenecen a dos clones ampliamente dispersos, Spain23F-1 y
France9V-3, y expresaron diferentes serogrupos de los generalmente asociados con esos clones
(en amarillo en la tabla 21).
6. Estudio de hibridación con sondas del gen pmrA
Todo el ADN de los aislados resistentes y sensibles a ciprofloxacino fue hibridado con
la sonda del gen pmrA. Independientemente de la CMI a ciprofloxacino la mayoría de los
aislados presentaron dos bandas de hibridación positiva como se esperaba, ya que la sonda
contiene una secuencia de reconocimiento de la enzima SmaI (ver Material y Métodos). En
aislados que pertenecen al clon France9V-3 un fragmento de 288kb presentó un banda con
fuerte señal de hibridación (figura 28) posiblemente correspondiente a la región 5’del gen que
tiene un gran fragmento similar con la sonda usada (ver Material y Métodos).Además,
también se observó un fragmento extra de unas 63kb aunque con una señal de hibridación
menor (figura 28) que probablemente se corresponda con la región 3’ del gen. 
Por otro lado, en dos aislados resistentes a ciprofloxacino, la cepa 76 y la N-127 (en
rojo en la figura 28), se observaron 3 bandas de hibridación a la sonda del gen pmrA. El
fragmento extra podría ser debido a la presencia de un gen que presenta una secuencia
idéntica al gen pmrA en estos aislados.
Resultados
Figura 28. Hibridación de la sonda del gen pmrA.
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V. Discusión
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1. Estudio de sensibilidad de gemifloxacino y trovafloxacino
frente a  cepas de S. pneumoniae.
Como se ha descrito previamente, gemifloxacino presenta mejor actividad que
trovafloxacino frente a S. pneumoniae (119). La menor actividad de trovafloxacino obtenida
en el ensayo no puede ser atribuida a su uso clínico, ya que cuando se recogieron las cepas de
los diferentes hospitales este antimicrobiano no estaba comercializado. Esta menor actividad
podría ser explicada por una resistencia cruzada entre las quinolonas y la selección de
resistencia in vivo que se produce durante las infecciones neumocócicas tratadas con estos
antimicrobianos (164, 165). 
Por el contrario no se encontró ningún neumococo resistente a gemifloxacino en este
ensayo llevado a cabo antes de la comercialización de este antimicrobiano. Gemifloxacino
presenta muy buena actividad frente a cepas que incluso presentan una CMI alta a
ciprofloxacino. Esta actividad está influenciada por el incremento de la CMI a ciprofloxacino,
pero en menor medida que trovafloxacino. Así, el incremento en las CMI90  entre el grupo con
CMI = 2 µg/ml y el grupo con CMI ≥ 16 µg/ml fue de 33 veces para trovafloxacino y 8 veces
para gemifloxacino. Esto podría ser importante, ya que se ha observado en un estudio
realizado en España que la sensibilidad a ciprofloxacino no fue predecible de otros patrones
de sensibilidad a otros antimicrobianos (166). 
Este incremento en las CMI de las nuevas quinolonas a medida que aumenta la CMI a
ciprofloxacino tiene bastante importancia, ya que aunque la incidencia de neumococos
resistentes a quinolonas en la actualidad es muy baja, esta podría cambiar al introducir
quinolonas de amplio espectro en la práctica clínica, y en particular en la población pediátrica,
produciendo un aumento de las cepas resistentes a quinolonas. Si esta resistencia llega a
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aumentar, gemifloxacino mejor que trovafloxacino puede tener un buen papel como opción
terapéutica, aunque son necesarios estudios clínicos para poder validar esta hipótesis.
2. Determinación de la actividad bactericida sérica de
gemifloxacino y trovafloxacino tras dosis oral.
2.1. Elección de cepas 
Se emplearon para la realización tanto del ensayo clínico en fase I como el resto de
estudios farmacodinámicos, dos cepas de S. pneumoniae, una con serotipo 3 (sensible a
penicilina y a ciprofloxacino), y otra con serotipo 9 (resistente a penicilina y a
ciprofloxacino), debido a que estos dos serotipos son frecuentemente aislados en España y
para poder establecer diferencias entre cepas sensibles y resistentes a penicilina y
ciprofloxacino.
2.2. Determinación de las concentraciones séricas por método
microbiológico (bioensayo) y plasmáticas por HPLC de gemifloxacino y
trovafloxacino. 
Con respecto a las concentraciones determinadas en suero por bioensayo y en plasma
por HPLC de gemifloxacino y trovafloxacino, se encontraron niveles más altos para el
bioensayo que para el HPLC para las dos quinolonas. Esto sucedió principalmente en las
primeras muestras después de la toma del antimicrobiano, a pesar de las buenas correlaciones
encontradas entre ambos métodos y ambos fármacos. Así, la Cmax alcanzada por
gemifloxacino fue de 2,62 µg/ml (bioensayo) frente a 1,57 µg/ml y la Cmax alcanzada por
trovafloxacino fue de 3,75 µg/ml (bioensayo) frente a 2,15 µg/ml. 
Bibliografía
Comparando con otros estudios previos de gemifloxacino, podemos resaltar que en un
estudio reciente (167) se observó una Cmax = 2,33 µg/ml para una dosis de 320 mg de
gemifloxacino mediante bioensayo, dato muy similar al obtenido en nuestro estudio con este
mismo método (Cmax = 2,62 µg/ml) para la misma dosis. Los resultados obtenidos por Gee y
cols. (167) son muy similares al nuestro. Además de tener una Cmax muy parecida, se
observó una t1/2 y AUC0-24 similares a nuestros resultados, como comentaremos más tarde,
corroborando los resultados obtenidos en nuestro estudio.
 En otros estudios previos (125, 126) se determinaron las características
farmacocinéticas de gemifloxacino mediante la técnica de HPLC, observándose una Cmax de
1,48 y 2,01 µg/ml, respectivamente. Estos niveles son inferiores a los obtenidos en nuestro
estudio si se comparan con los datos obtenidos en el bioensayo, pero bastante similares a la
Cmax observada en nuestro estudio (1,57 µg/ml) cuando se realizó por el método del HPLC.
Respecto a otros estudios previos de trovafloxacino con dosis de 200 mg, como la
utilizada en nuestro estudio, podemos resaltar que en un estudio realizado por el método del
bioensayo se observó una Cmax = 2,9 µg/ml (168), dato similar al obtenido en nuestro estudio
en el bioensayo (Cmax = 3,75 µg/ml) para la misma dosis. En otro estudio previo (98) se
determinaron las características farmacocinéticas de trovafloxacino mediante la técnica de
HPLC donde se observó una Cmax  de 2,3 µg/ml. Estos niveles son muy inferiores a los
obtenidos en nuestro estudio si se compara con los datos obtenidos en el bioensayo (3,65
µg/ml) pero bastante similar a la Cmax observada en nuestro estudio (2,15 µg/ml) cuando se
realizó por el método del HPLC.
 Así parece observarse en los diferentes estudios que los niveles obtenidos en el HPLC
son inferiores a los obtenidos en los diferentes bioensayos. Los niveles superiores en
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bioensayo respecto al HPLC han sido descritos en otros estudios realizados previamente con
ciprofloxacino (169, 170, 171). Algunos autores atribuyen estas diferencias a la presencia de
metabolitos microbiológicamente activos. Mientras los resultados obtenidos por el bioensayo
se basan en la actividad antimicrobiana total de la muestra, incluida la actividad del o de los
metabolitos, el HPLC diferencia entre las diferentes estructuras producidas durante la
transformación metabólica in vivo. Por el contrario en otro estudio se expone que la actividad
antimicrobiana de los metabolitos no influye en la determinación de la concentración de
ciprofloxacino cuando la cantidad de los metabolitos no excede en un rango del 10-12%,
como sucede en la orina (172). 
 En estudios con moxifloxacino, los resultados obtenidos con el bioensayo y el HPLC
mostraron una excelente correlación, indicando que la concentración o presencia de
metabolitos con actividad no parece ser significativa (173). En nuestro caso gemifloxacino no
parece producir metabolitos activos (GlaxoSmithKline, datos no publicados) por lo que los
diferentes resultados entre el HPLC y el bioensayo podrían deberse a diferencias
metodológicas. Además, las diferencias encontradas entre los diferentes métodos y  los
diferentes estudios para las dos quinolonas podrían ser debidas a variaciones metodológicas
en el cálculo de los parámetros. 
En el caso de trovafloxacino se han descrito hasta 3 metabolitos en suero (174), pero
su acción antimicrobiana no está demostrada, por lo que las diferencias obtenidas podrían
deberse a diferencias metodológicas y cálculo de parámetros al igual que con gemifloxacino.
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2.3. Determinación de los parámetros farmacocinéticos y
farmacodinámicos
Debido a la diferencia entre el bioensayo y el HPLC, principalmente en la Cmax, los
resultados obtenidos respecto a este parámetro han sido comentados en el apartado anterior.
Respecto a otros parámetros farmacocinéticos y farmacodinámicos, hay que destacar que el
tiempo en alcanzar la concentración máxima (Tmax) fue similar (Tmax = 1 hora) para las dos
quinolonas, tanto por el método de bioensayo como por el HPLC. Estos resultados son
similares a los obtenidos en otros estudios previamente realizados (98, 99, 100, 125, 126,
167), constatando la rapidez de ambas quinolonas en alcanzar la Cmax. 
Comparando la vida media de eliminación (t1/2), se observó que la de gemifloxacino
fue superior cuando se realizó por HPLC (t1/2 = 7,80 h) que cuando se realizó por bioensayo
(t1/2 = 5,41 h). Para trovafloxacino los dos valores obtenidos fueron similares, alrededor de
10 h. Comparando con otros estudios, los resultados obtenidos por Gee y cols (167) para
gemifloxacino y obtenidos por bioensayo mostraron que la t1/2 fue de 5,94 horas mientras
que en nuestro estudio fue de 5,41 horas. En los otros estudios realizados por HPLC los datos
obtenidos fueron muy similares (6,65 y 5,87 horas) (125, 126) a los obtenidos en nuestro
estudio por bioensayo, dando más validez a los niveles obtenidos por este método que por
HPLC. 
Debido a los niveles superiores obtenidos en el bioensayo tanto para gemifloxacino
como trovafloxacino, las AUC0-24h calculadas con los datos del  bioensayo son un 30 % más
altas que las AUC0-24h calculadas con los datos del HPLC para ambos antimicrobianos. Así,
las AUC0-24h obtenidas por bioensayo para gemifloxacino y trovafloxacino fueron de 11,03 y
31,12 µg h/ml, respectivamente, mientras que las obtenidas por HPLC fueron de 7,99 y 21,39
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µg h/ml, respectivamente. Los valores obtenidos para trovafloxacino, tanto por bioensayo
como HPLC, mostraron que su AUC0-24h fue unas 3 veces superior a gemifloxacino.
Comparando con otros estudios, nuevamente el valor obtenido en gemifloxacino por
bioensayo (11,03 µg h/ml) es similar al obtenido por otro estudio realizados por esta misma
técnica (10,38 µg h/ml) (167), mientras que el valor obtenido por HPLC (7,99 µg h/ml) es
más similar a otro estudio realizado por HPLC  (8,49 µg h/ml) (126). Para trovafloxacino el
valor obtenido por bioensayo (31,12 µg h/ml) en nuestro estudio fue bastante similar a otro
estudio (98) (29,2 µg h/ml) realizado por HPLC, mientras que este valor fue algo superior al
AUC0-24h obtenida en nuestro estudio por HPLC (21,39 µg h/ml). Así, se puede observar para
los diferentes estudios que los valores por bioensayo son superiores a los realizados por
HPLC
Es conocido por todos que el AUC0-24h/CMI puede ser utilizado como indicador de la
actividad farmacodinámica de las fluorquinolonas frente a diferentes patógenos (175). Se ha
observado que la erradicación bacteriana es muy efectiva cuando ciprofloxacino era
administrado de forma intravenosa para obtener una AUC0-24h/CMI ≥ 125 (176). Además en
otros estudio con pacientes tratados con ciprofloxacino por vía intravenosa en el cual el
AUC0-24h/CMI >100, se observó que no se desarrollaron resistencias durante la terapia (177).
Hay que mencionar que estos ensayos fueron realizados principalmente en pacientes con
infecciones nosocomiales del tracto respiratorio inferior de las unidades de cuidados
intensivos, a menudo infectados por bacilos gram negativos tales como Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter spp. 
El AUC0-24h/CMI requerida para las nuevas fluorquinolonas para el tratamiento de
infecciones respiratorias adquiridas en la comunidad o la exacerbación aguda de la bronquitis
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crónica causadas por S. pneumoniae no está definida. Según algunos autores la AUC0-24h/CMI
de las nuevas fluorquinolonas frente a S. pneumoniae raramente se acerca a 125, pero los
ensayos clínicos han demostrado que estos agentes son efectivos en el tratamiento de
infecciones neumocócicas (178, 179). Debido a esto, recientes estudios rebajan el punto de
corte de predicción de eficacia clínica de las nuevas quinolonas para S. pneumoniae hasta una
AUC0-24h/CMI de 35-63 (180, 181). 
Teniendo en cuenta las premisas expuestas en el párrafo anterior, si utilizamos el
punto de corte AUC0-24h/CMI ≥ 125, las diferencias farmacocinéticas encontradas en nuestro
estudio (Cmax y AUC0-24h de trovafloxacino superiores a gemifloxacino) no se trasladan a los
parámetros farmacodinámicos calculados con los datos obtenidos por ambos métodos
(bioensayo y HPLC), tanto para la Cmax/CMI y el AUC0-24h/CMI para ambas cepas con
gemifloxacino, como para trovafloxacino con la cepa con serotipo 3, ya que los  parámetros
obtenidos están muy por encima de los valores establecidos si se utilizan como punto de corte
de predicción de eficacia clínica, una Cmax/CMI ≥10 (181) y AUC0-24h/CMI ≥ 125 (182).
Pero no es el caso para la cepa con serotipo 9 y trovafloxacino, donde los parámetros
farmacodinámicos están por debajo de los mencionados puntos de corte de predicción de
eficacia clínica.
Si por el contrario se utiliza una AUC0-24h/CMI ≥ 35-63 como índice predictor de
eficacia clínica, las dos quinolonas tanto para la cepa con serotipo 3 como con serotipo 9 están
por encima de dicho punto de corte. Así, según lo publicado, una AUC0-24h/CMI ≥ 35-63 para
las nuevas fluorquinolonas parece ser suficiente para erradicar S. pneumoniae multirresistente
y prevenir el desarrollo de resistencias durante la terapia. Aunque son necesarios extrapolar
estos valores de AUC0-24h/CMI  a estudios clínicos para confirmar estos resultados. 
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 El mayor aumento que se produce en la CMI a trovafloxacino que en la de
gemifloxacino por el incremento de la CMI de ciprofloxacino frente a S. pneumoniae, ha sido
descrita previamente en el primer apartado (183). Cuando consideramos los parámetros
farmacodinámicos para la predicción de eficacia clínica con las quinolonas, el incremento de
4 diluciones en la CMI de ciprofloxacino en las cepas utilizadas en el estudio (de la categoría
sensible a resistente) hace disminuir cinco veces el valor de los parámetros farmacodinámicos
en el caso de trovafloxacino (Cmax/CMI (62 vs 14), AUC0-24h/CMI (518 vs 124)) y a la mitad
en el de gemifloxacino (Cmax/CMI (174 vs 87), AUC0-24h/CMI (735 vs 367)). 
Este puede tener consecuencias clínicas y terapéuticas, ya que aunque  la CMI de
trovafloxacino frente las cepa resistente a ciprofloxacino fue de 0,25 µg/ml, si utilizamos la
CMI90 de trovafloxacino para las cepas resistentes a ciprofloxacino con CMI > 16 µg/ml (4
µg/ml) obtenidas en el estudio del primer apartado (183) y aplicando AUC0-24h/CMI con la
AUC0-24h obtenida por bioensayo, obtendríamos un valor de 7,78 µg h/ml,  que estaría por
debajo de 35-63 utilizado como índice predictor de eficacia clínica. Mientras que realizando
la misma operación para gemifloxacino (CMI90 =  0,25 µg/ml) obtenemos un valor de 44,1 µg
h/ml, valor que estaría en el rango de predicción de eficacia clínica de 35-63. Por lo que se
puede observar una gran reducción de la predicción de eficacia mediante los parámetros
farmacodinámicos para las cepas con altos valores de CMI frente a ciprofloxacino.  
Si comparamos nuestros resultados con diferentes estudios con diferentes patologías
podemos observar que en un estudio multicéntrico se comparó las mismas dosis utilizadas en
nuestro estudio, gemifloxacino 320 mg y trovafloxacino 200 mg en 571 pacientes con
neumonías adquiridas en la comunidad (184). El tratamiento consistió en una dosis al día de
las dosis citadas anteriormente durante 7 días aunque en algunos casos se alargó hasta los 14
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días. La respuesta clínica observada al final de la terapia fue del 95,8% para gemifloxacino y
del 93,6% para trovafloxacino, mientras que la tasa de curación clínica en el seguimiento fue
del 87% para gemifloxacino y del 81% para trovafloxacino existiendo diferencias
significativas. Estos porcentajes se incluyen diferentes microorganismo a S. pneumoniae
también causantes de la misma patología. Si nos centramos en S. pneumoniae, gemifloxacino
consiguió erradicar al 100% de los S. pneumoniae (18/18) mientras que se observó un fallo en
la terapia en el caso trovafloxacino, es decir consiguió erradicar el 93% de los  S. pneumoniae
(14/15). Este fallo se debía a una cepa que presentaba una CMI = 8 µg/ml a trovafloxacino y
de 0,25 µg/ml a gemifloxacino. Este hecho unido a los resultados obtenidos en nuestro estudio
hace predecir posibles fallos en la terapia con las nuevas quinolonas como ya se ha visto en la
literatura de fallos en la terapia con levofloxacino en el tratamiento de S. pneumoniae
resistente a quinolonas (185) y la aparición de brotes nosocomiales de S. pneumoniae
resistente a quinolonas (186). En ambos casos gemifloxacino presentaba la mejor actividad de
todas las quinolonas frente las cepas causantes de dichos fallos en la terapia, mostrándose
como la mejor alternativa frente las cepas de S. pneumoniae resistentes a quinolonas.
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Así, si analizamos los diferentes estudios se puede observar que ciprofloxacino no
debería ser utilizado como marcador de la resistencia a las nuevas quinolonas, por lo que una
cepa resistente a ciprofloxacino no tiene por que ser resistente a otras quinolonas de nuevas
aparición. Además, en el primer apartado hemos mencionado que la resistencia a
ciprofloxacino afecta en mayor medida a trovafloxacino que a gemifloxacino. Así, las nuevas
quinolonas deben ser valoradas independientemente ya que se pueden obtener cepas muy
resistentes a ciprofloxacino y a otras quinolonas pero que sean sensibles a quinolonas muy
activas como gemifloxacino.
Por otro lado, gemifloxacino mantiene la actividad farmacodinámica observada por
trovafloxacino frente la cepa sensible con serotipo 3 (Cmax/CMI = 62 con bioensayo) y para
la cepa resistente con serotipo 9 (Cmax/CMI = 87 con bioensayo). Mientras, para
trovafloxacino frente la cepa resistente con serotipo 9 se observó una  Cmax/CMI =  15 con
bioensayo. Este mantenimiento de la actividad farmacodinámica  para ambas cepas
(Cmax/CMI mucho mayor de 10) es importante por que ambos fármacos son concentración-
dependiente. 
2.4. Determinación de los títulos bactericidas séricos
La medida de la actividad bactericida ex vivo permite comparar directamente las
propiedades farmacodinámicas (187) en la evaluación de nuevos fármacos (188), reflejando la
relación entre la actividad in vitro y las concentraciones alcanzables in vivo (189). Esto puede
ser importante en situaciones donde la actividad bactericida del torrente sanguíneo juega un
papel importante (190), como en la neumonía bacteriémica por neumococos (191).
Dependiendo de las modificaciones realizadas al test bactericida sérico, éste puede aportar
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una valoración cuantitativa de la actividad bactericida relativa a la CMB (título bactericida
sérico, TBS), una valoración dinámica de la tasa de muerte a lo largo del tiempo (tasa
bactericida sérica), o ambos, así como la magnitud de la actividad bactericida sérica y su
duración (área bajo la curva de los títulos bactericidas, AUBC). Así, el AUBC es la
combinación de tres factores: actividad antimicrobiana, las concentraciones  libres alcanzadas
por el fármaco y la vida media.
A pesar de que un TBS > 8 ha sido considerado adecuado y predictor de eficacia
clínica (192), el NCCLS no ha establecido este valor para infecciones neumocócicas. Debido
a esto se han establecido diferentes valores de TBS de predicción de eficacia según la bacteria
y el tipo de infección. En el caso de las quinolonas, hay muy pocos estudios que determinen la
actividad bactericida en el suero frente a S. pneumoniae (187, 190), y no hay ningún estudio
que determine la actividad bactericida de gemifloxacino o trovafloxacino.
Con respecto a los títulos bactericidas, a pesar de que la AUBC predictiva con los
datos obtenidos por el bioensayo es mayor que la AUBC obtenida por HPLC (debido a los
mayores niveles observados en el bioensayo), no se observaron diferencias importantes entre
los títulos bactericidas predictivos calculados con los datos obtenidos por ambos métodos
cuando se analizaron en cada tiempo de la muestra (tablas 9-12). Esto podría ser debido al
mayor peso específico de la CMB que de los niveles en suero en la expresión 1/2n utilizada
para calcular los títulos predictivos, donde n es el número de diluciones dobles que los niveles
alcanzados en suero por el antimicrobiano están por encima del valor de la CMB. Debido a
este hecho, la diferencia entre niveles medidos por HPLC y bioensayo en cada tiempo de
muestreo desaparece cuando consideramos los títulos bactericidas predictivos calculados por
HPLC vs bioensayo como parámetros farmacodinámicos. 
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El problema se plantea en los TBS experimentales, ya que mientras que son similares
para gemifloxacino (± una dilución) a los predictivos frente a la cepa sensible a
ciprofloxacino (serotipo 3) y alrededor de 2 diluciones más bajos que los predictivos frente la
cepa resistente (serotipo 9) para gemifloxacino y frente la cepa sensible (serotipo 3) para
trovafloxacino, existe una total discrepancia entre los TBS experimentales y predictivos con
trovafloxacino y la cepa resistente a ciprofloxacino. En este caso, solo se observa TBS
experimental en la muestra de la primera hora, mientras que se observan unos TBS
predictivos hasta las 8 h si son obtenidos por HPLC  y hasta las 12 h si lo son por bioensayo.
La razón de esto podría ser la concentración de suero final (80 %) utilizada en los pocillos de
las placas microtiter (medio de dilución: 80 % suero y 20 % caldo) con el fin de simular las
condiciones in vivo lo mejor posible (191). La medición de los niveles de las quinolonas fue
unido a las concentraciones de suero final de ese 80 % en los pocillos en una magnitud
dependiente de la tasa de unión a proteínas (alrededor del 70 % para ambas quinolonas).
Como sabemos el fármaco libre es la fracción microbiológicamente activa (193), lo que
significa que solo el 44% del fármaco en el pocillo presenta actividad  microbiológica. Este
efecto no es aparente cuando las CMI son muy bajas (CMI de gemifloxacino frente a la cepa
sensible = 0,015 µg/ml), pero se incrementa con gemifloxacino y la cepa resistente y con
trovafloxacino y la cepa sensible (CMI = 0,03 y 0,06 µg/ml, respectivamente), y el efecto es
claramente observable cuando la CMI es más alta (CMI de trovafloxacino frente a la cepa
resistente = 0,25 µg/ml), resultando en una falta de TBS experimentales a pesar de observarse
TBS predictivos positivos. Los resultados obtenidos en los TBS vienen apoyados por la
pérdida de actividad observada cuando las cepas del estudio se les realizó la CMI con suero
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(tabla 4b) sobre todo en el caso de trovafloxacino y frente a las dos cepas donde la CMI
aumentó 2 diluciones cuando se realizó con suero.
La inclusión del suero humano en el medio del ensayo ha sido utilizado (191, 194,
195) para evitar una falsa evaluación de la actividad bactericida del suero cuando el caldo se
utiliza como diluyente (196). Esto es importante cuando los antimicrobianos presentan altas
tasas de unión a proteínas como es el caso de nuestro estudio, donde el 70 % de unión a
proteínas ha sido utilizado como umbral en el cual los puntos de corte de sensibilidad al
antimicrobiano es reducida al 50 % (197). Esto es porque los TBS predictivos obtenidos por
parámetros farmacocinéticos y la sensibilidad, que reflejan la sobreestimación de la actividad
bactericida son diferentes a los experimentales, que muestran la reducción de la actividad
microbiológica relacionada con la unión a proteínas y/o el efecto directo del suero humano en
la sensibilidad in vitro como una reducción de la sensibilidad para trovafloxacino, pero no
gemifloxacino. 
Desde este punto de vista, otra vez, gemifloxacino presenta una actividad bactericida
ex vivo similar frente a la cepa resistente que trovafloxacino frente a la cepa sensible. Así, si
comparamos el TBS experimental observado cuando se alcanza la Cmax (1 hora) en las dos
quinolonas, gemifloxacino presentó un TBS de 32 frente a la cepa sensible y un TBS de 8
frente a la cepa resistente. Este valor fue el mismo que se observó para trovafloxacino frente
la cepa sensible, mientras que para la cepa resistente se observó un TBS de 2 a la 1ª hora.
Al igual que en los parámetros farmacodinámicos, el incremento de 4 diluciones en la
CMI a ciprofloxacino produce diferentes efectos sobre la actividad bactericida ex vivo de
gemifloxacino vs trovafloxacino cuando se compara frente a las cepas sensible y resistente.
Para gemifloxacino, se observó una reducción de 2 veces en el valor de la AUBC en la cepa
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resistente a ciprofloxacino con respecto a la AUBC de la cepa sensible: AUBC predictivos
(165 vs 72 o 216 vs 102 cuando se utilizo HPLC o el bioensayo, respectivamente). Pero
cuando se tuvieron en cuenta las AUBC experimentales, se produjo un descenso de la
actividad en 5.6 veces (168 vs 30), probablemente debido a la unión a proteínas
experimentada in vitro. 
Sin embargo, en el caso de trovafloxacino, se observaron unas disminuciones
superiores en las AUBC predictivas (5,3 o 7,5 veces, cuando se consideró el bioensayo o el
HPLC, respectivamente) al comparar la cepa sensible con la resistente (191 vs 36 o 120 vs
16). Pero se produjo una reducción de 11 veces en las AUBC experimental (22 vs 2). Esto
podría tener consecuencias terapéuticas en la dosificación, ya que la AUBC parece ser un
índice más sensible de los efectos farmacodinámicos que el AUC (198), proporcionando una
ayuda más precisa para el ajuste de la dosificación de los antimicrobianos (199), o al menos
para aquellos agentes que presenten una actividad concentración-dependiente como las
quinolonas (200) en infecciones donde la actividad bactericida necesita ser optimizada (como
en la bacteriemia neumocócica). Así incluso podría plantearse que el intervalo de dosificación
de 24 h de trovafloxacino no es adecuado frente a S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino
con altas CMI. 
Desde el punto de vista de las AUBC experimentales, gemifloxacino presenta una
actividad bactericida ex vivo similar frente a la cepa resistente a ciprofloxacino que
trovafloxacino frente a la cepa sensible (30 vs 22). Estos hechos pueden ser importantes ya
que en un estudio previo se observó que la sensibilidad a ciprofloxacino no puede ser predicha
por los patrones de sensibilidad a otros antimicrobianos (166).
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 2.5. Determinación de la tasa de muerte ex vivo de S. pneumoniae, en
sueros de voluntarios (en presencia y ausencia de leucocitos
polimorfonucleares) tratados con gemifloxacino y trovafloxacino.
El análisis de las curvas de letalidad muestra que gemifloxacino presenta una mayor
actividad bactericida que trovafloxacino frente a ambas cepas de S. pneumoniae en las
muestras de suero de la 1ª hora después de la dosis, lo que equivale a que dicho suero presente
aproximadamente la Cmax alcanzada por las dos quinolonas. Así, para la cepa resistente a
penicilina y ciprofloxacino (serotipo 9), se observó a las 3 horas de incubación con la muestra
de suero de la 1ª hora una reducción de 2 logaritmos aproximadamente en el recuento de
viables cuando fue ensayado con gemifloxacino, mientras que para trovafloxacino la
reducción fue de un logaritmo. Para la cepa sensible a penicilina y a ciprofloxacino (serotipo
3) hubo una reducción de 2 logaritmos aproximadamente en el recuento de viables cuando fue
ensayado con gemifloxacino, mientras que para trovafloxacino la reducción fue de 1,5
logaritmos. 
Estas reducciones obtenidas en nuestro estudio fueron algo inferiores para
gemifloxacino y trovafloxacino cuando se comparó con otro estudio (201) que también
enfrentó la Cmax de ambas quinolonas a cepas sensibles y resistentes a penicilina y
ciprofloxacino. Este hecho podría explicarse por el alto porcentaje de suero (80%) utilizado
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en nuestro estudio frente al 20% que se utilizó en las curvas estudiadas por Joyanes y cols.
Este hecho produciría una menor cantidad de fármaco libre para poder ejercer su acción lo
que se traduciría en una menor reducción en el número de Log10 UFC/ml.
En las muestras de suero de las 24 h después de la dosis, lo que equivale a unas
concentraciones aproximadamente alrededor de la CMI (concentración a las 24 horas = 0,06 y
0,43 µg/ml para gemifloxacino y trovafloxacino, respectivamente), no hubo disminución o
una ligera disminución en el recuento de viables para ambas quinolonas, gemifloxacino y
trovafloxacino, y para ambas cepas de S. pneumoniae. Al igual que la primera hora después
de la dosis, al realizar las curvas con un 80% de suero se traduce en una reducción de la
actividad donde era de esperar mejor actividad ya que hay concentraciones próximas a la
CMI. Así, los resultados obtenidos para trovafloxacino y gemifloxacino disminuyeron a
medida que se disminuyó la concentración libre en el plasma, demostrando así la naturaleza
concentración-dependiente de las quinolonas.
Por otro lado, comparando los resultados entre curvas con suero y suero-PMN en las
muestras de suero de 1 hora después de la dosis, la adición de células PMN no incrementó las
tasas de muerte de ninguna de las dos quinolonas. Este fenómeno fue advertido en otro
estudio (201) donde también se observó que la actividad bactericida de las quinolonas
estudiadas (gemifloxacino, trovafloxacino y ciprofloxacino) no era afectada por la presencia
de PMN, confirmando los datos obtenidos en nuestro estudio. 
Aunque se ha visto que la concentración intracelular de gemifloxacino y
trovafloxacino en células PMN es 8 y 9 veces, respectivamente, mayores a la concentración
extracelular y que son activas intracelularmente frente a S. aureus, (202, 203) en nuestro
Bibliografía
estudio no se observaron diferencias significativas entre las curvas con suero y las de suero +
PMN. 
Este hecho podría atribuirse a un enmascaramiento de la actividad intracelular de los
PMN producido por la actividad intrínseca ejercida por el antimicrobiano sobre la acción
ejercida por los PMN. Aunque hay que tener en cuenta que dicha actividad intracelular ha
sido valorada en diferentes estudios (202, 204) eliminando la fracción bacteriana extracelular,
a diferencia de nuestro estudio donde sí que se estudia dicha fracción que podría enmascarar
la actividad intracelular. 
Por otro lado, se ha visto que algunos betalactámicos (amoxicilina-ácido clavulánico,
sanfetrinem) potencian la acción fagocítica y la acción bactericida intracelular de los PMN
(204, 205) obteniendo diferencias significativas entre las curvas de suero y suero-PMN con
amoxicilina y ácido clavulánico. Así, estos betalactámicos al actuar sobre las PBP podrían
ejercen un cambio morfológico estructural sobre S. pneumoniae, lo que conllevaría cambios
en la superficie celular y una alteración en la sensibilidad hacia la acción de los PMN
facilitando su fagocitosis y/o acción intracelular (204, 206). Este hecho podría no suceder en
las quinolonas ya que estas actúan a nivel de la DNA-girasa, y por lo tanto podría explicar los
resultados obtenidos en nuestro estudio. Además se ha visto que la pre-exposición del
sanfetrinem frente a los PMN implica que S. pneumoniae sea más eficazmente fagocitado, de
este modo se podría explicar que este betalactámico actuase directamente sobre los PMN,
posiblemente interfiriendo en alguna función celular de la membrana y por lo tanto
aumentando la fagocitosis de los neumococos (204).
Hay que tener en cuenta que el efecto intrafagocítico de los antimicrobianos está
intracelularmente influenciado por múltiples factores, como pueden ser la entrada y
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localización intracelular adecuada del antimicrobiano, las propiedades antibacterianas del
antimicrobiano (mecanismo de acción y tipo de actividad), efecto del ambiente intracelular
sobre la actividad biológica y sensibilidad del antimicrobiano y el efecto del antimicrobiano
sobre la función celular como la fagocitosis. Como se ha expuesto anteriormente, los
antimicrobianos pueden interaccionar con las células PMN fundamentalmente de dos formas:
indirectamente, produciendo modificaciones en los microorganismos que hagan que el
comportamiento de los PMN frente a los mismos sea distinto o directamente actuando sobre
las funciones de estas células.
3. Determinación del efecto postantibiótico (EPA) de
gemifloxacino y trovafloxacino.
Las dos quinolonas fueron capaces de inducir un EPA significativo (mayor de 0,5
horas) en las dos cepas ensayadas a todas las concentraciones salvo a la concentración de 1 x
CMI en la cepa resistente. Estos resultados concuerdan con los pocos resultados obtenidos
hasta el momento sobre el estudio del efecto postantibiótico de gemifloxacino (119, 207) y los
de trovafloxacino (119, 208, 209), que destacan el hecho de que estos antimicrobianos
presenten un EPA frente a S. pneumoniae y otros patógenos (120). 
Por otro lado, tanto para gemifloxacino como para trovafloxacino se observa una
relación entre la concentración de antimicrobiano y la duración del EPA, siendo esta mayor a
medida que aumenta la concentración del mismo. Se confirma de este modo que el EPA y su
duración están correlacionados con la concentración ensayada de antimicrobiano, lo cuál está
de acuerdo con lo observado en otros estudios  (119, 207, 208, 209). 
Un factor a tener en cuenta cuando se estudia el EPA es que en algunos casos, cuando
se estudian diferentes concentraciones por encima de la CMI, esas concentraciones no se
Bibliografía
alcancen en el organismo. En nuestro caso para la cepa resistente a ciprofloxacino, tiene una
CMI = 0,03 µg/ml a gemifloxacino y 0,25 µg/ml a trovafloxacino, en el caso de 10 x CMI
esas concentraciones si se alcanzan en el organismo. No sucedería lo mismo para las dos
cepas estudiadas en el caso de ciprofloxacino (CMI = 1 y 4 µg/ml).
No obstante, debemos tener en cuenta que existe una gran variedad de factores que
pueden alterar la presencia y/o duración del mismo. Estos factores están relacionados con el
microorganismo, el antimicrobiano, y con las condiciones experimentales. En general, se
puede decir que todos los factores que influyen en la actividad del antibiótico influyen en la
duración del EPA. Pero además de estos factores, otros como son el medio de cultivo, el pH,
la concentración del inóculo inicial, la fase de crecimiento, la concentración de
antimicrobiano, el tiempo de exposición, el método de eliminación del antimicrobiano, y el
método de cuantificación, también repercuten en el retraso del crecimiento.
A esto hay que añadir que el EPA es siempre más prolongado in vivo que in vitro,
porque el tiempo de generación bacteriano en los animales y en el hombre es más lento y,
además, en los seres vivos se cuenta con la presencia de PMN y otros mecanismos defensivos
que ayudan al antibiótico en su acción.
Por otro lado, el mecanismo preciso por el que se establece el EPA aun no es del todo
conocido, pero parece ser que están implicados diversos factores. Aunque el término EPA fue
definido para enfatizar el hecho de que la previa exposición al fármaco es la causante del
fenómeno, otras teorías se inclinan a destacar el papel de las concentraciones subinhibitorias
del antibiótico, al que están expuestas las bacterias tras su eliminación del medio, y proponen
que los estudios sobre el EPA se hagan a concentraciones inferiores a la CMI (210). 
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Se considera un fenómeno que se desarrolla fundamentalmente dependiendo de la
combinación antimicrobiano-microorganismo y, en muchos casos, es multifactorial. Se asume
que el EPA es el resultado de la inhibición del crecimiento bacteriano como consecuencia de
una prolongación del tiempo de latencia. Sin embargo, podría deberse a un aumento en el
tiempo de generación o, incluso, una combinación de ambos. El segmento de la fase de
crecimiento que está afectada puede calcularse tomando muestras a intervalos muy cortos.
Esto ha revelado que en la mayoría de los casos sucede realmente una prolongación de la fase
de latencia, excepto para determinados antimicrobianos, como ciprofloxacino, que parece que
induce una prolongación en el tiempo de generación (211).
Las bases que explican el EPA, como se ha mencionado, aún no se conocen con
precisión, pero existen varias teorías que tratan de explicar este fenómeno. La duración del
efecto postantibiótico podría estar relacionada con la persistencia del fármaco en la diana de
acción. En este sentido varios autores sugieren que el tiempo necesario para la liberación del
antibiótico de sus receptores sería el tiempo de recuperación del crecimiento bacteriano (212).
Esta explicación se ha propuesto para el caso de las quinolonas, y se ha sugerido que el EPA
estaría condicionado por el tiempo que estas tardan en disociarse de sus receptores y difundir
fuera de la bacteria (213).
Otra teoría que se apunta es la reparación del daño no letal de las estructuras
bacterianas, tiempo de “resíntesis” de las proteínas y enzimas afectados por la acción del
fármaco (214) en la que podrían encuadrarse a  los betalactámicos (215).
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4. Determinación de la influencia de suero en la sensibilidad
de gemifloxacino y trovafloxacino frente a cepas de S.
pneumoniae.
A pesar que otros estudios concluyen que la presencia de suero humano no influye o
influye poco en la actividad intrínseca de las nuevas quinolonas (216, 217) frente a S.
pneumoniae, los resultados de este estudio sugieren que la sentencia anterior no puede ser
generalizada a todas las quinolonas, ya que la presencia de suero puede tener un impacto en la
tasa de resistencia en los puntos de corte previamente definidos. También hay que tener en
cuenta que las diferencias observadas en nuestro estudio respecto a los anteriores pueden estar
basadas en el alto porcentaje de suero utilizado en nuestro estudio (80%) frente al utilizado en
otros estudios (hasta un 50%) (214, 217).
Por otro lado, aunque no hay estudios con gemifloxacino ni trovafloxacino con S.
pneumoniae, se ha visto que para trovafloxacino la presencia de suero puede producir una
disminución en la actividad hasta de 32 diluciones dependiendo de la especie estudiada (218).
Por otro lado, la presencia de suero no tiene influencia en la CMI moxifloxacino (217),
confirmado en nuestro departamento en un estudio (CMI90 = 2 µg/ml, en caldo y suero) (219),
donde además observamos un porcentaje similar de resistencia a moxifloxacino en todas los
grupos de CMI a ciprofloxacino cuando las cepas fueron estudiadas con caldo o con suero. 
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Por el contrario, para gemifloxacino y trovafloxacino la influencia del suero puede
tener más implicaciones, ya que cuando la CMI a ciprofloxacino es ≥ 4 µg/ml, sobrepasa los
puntos de corte establecidos. Así, considerando ambos factores, el efecto combinado del
incremento de la CMI a ciprofloxacino y la presencia de suero humano, gemifloxacino
presenta los valores más altos para la CMI90 (0,5 y 1 µg/ml, sin y con suero respectivamente),
mientras que trovafloxacino presenta unos valores de CMI90 = 2 y 8 µg/ml, sin y con suero
respectivamente. A consecuencia de esta disminución de la actividad se produce una serie de
implicaciones que afectan al porcentaje de cepas resistentes. Así para gemifloxacino el
porcentaje de resistentes totales pasó de 0% cuando las CMI fueron realizadas con caldo hasta
el 7% cuando fueron realizadas con suero. Mientras que para trovafloxacino pasaron de 22%
cuando las CMI fueron realizadas con caldo hasta el 38% cuando fueron realizadas con suero.
Por lo que se deduce, esta reducción de la actividad microbiológica está relacionada
con la unión a proteínas y/o el efecto directo del suero humano en la sensibilidad in vitro de
las quinolonas. Así trovafloxacino y gemifloxacino presentan una alta unión a proteínas
(70%) que podría producir una reducción de la actividad cuando son ensayadas con suero, que
si se estudia en términos de porcentaje a resistencia, afecta más a trovafloxacino que a
gemifloxacino por la mejor actividad de esta última. Por otro lado no hay que descartar un
posible efecto directo del suero sobre la actividad de las quinolonas, debido a que
moxifloxacino, si bien no presenta una unión a proteínas tan alta (50%) (180), no se ve
afectada por la presencia de suero, cosa que si sucede en el caso de ciprofloxacino con una
unión a proteínas del 30% (180). Por lo que de alguna forma por la estructura química de
moxifloxacino diferente a gemifloxacino, trovafloxacino y ciprofloxacino, el efecto directo
del suero no se observaría en esta quinolona y si que podría observarse en las otras.
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Estas diferencias confirman los resultados obtenidos en los apartados anteriores donde
la presencia de suero y por lo tanto la alta unión a proteínas de gemifloxacino y
trovafloxacino y/o el efecto directo del suero produce la diferencia de resultados obtenidos en
los TBS experimentales y predictivos
5. Estudio para la caracterización molecular de cepas de S.
pneumoniae resistentes a ciprofloxacino.
En nuestro estudio, los neumococos resistentes a ciprofloxacino mostraron gran
diversidad genética; así, fueron identificados 44 patrones diferentes por EFCP entre los 82
neumococos resistentes a ciprofloxacino, dentro de los cuales estaban incluidos tres clones
ampliamente extendidos internacionalmente. De estos 44 patrones de los aislados resistentes a
ciprofloxacino, 29 fueron clones únicos (representados por un sólo aislado). Hay que resaltar
que 8 clones resistentes a ciprofloxacino también aparecieron en las cepas sensibles a
ciprofloxacino obtenidas en los mismo sitios y durante el mismo periodo. Además, un gran
número de clones, incluyendo dos clones ampliamente diseminados, presentaron aislados con
un amplio rango en la CMI a ciprofloxacino (tabla 21). Aunque que la mayoría de los aislados
analizados en este estudio presentaron una baja CMI a ciprofloxacino (4 µg/ml), se observó
que la diversidad genética se mantiene incluso entre los aislados más resistentes. Esta
situación está en contraste con lo que sucede en el caso de la resistencia a penicilina, donde se
observa un número pequeño de clones entre las cepas con alta resistencia a penicilina (220).
Aunque ciprofloxacino fue comercializado en España en 1988, la diversidad genética
entre los S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino está todavía ampliamente dispersa entre
los aislados clínicos obtenidos de 1996 a 1999. Estos descubrimientos sugieren que los
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neumococos resistentes a ciprofloxacino son el producto de mutaciones independientes en la
población de neumococos que han sido seleccionadas por los fármacos, presumiblemente
durante el tratamiento con estos antimicrobianos. El mecanismo de resistencia más probable
implica la alteración de las dianas de las quinolonas a través de mutación  (139, 140, 221) o
de transformación con genes derivados de otros organismos (222). Este hecho podría explicar
la diversidad clonal de los aislados de S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino observada
en este estudio y previamente estudiada (134, 135). El hecho de que aproximadamente el 93%
(12/172) de las cepas con CMI ≥ 4 µg/ml fueron asiladas en adultos, se correlaciona bien  con
el uso exclusivo de fluorquinolonas en este grupo de edad (134, 135, 136). Los cinco aislados
pediátricos resistentes a ciprofloxacino estudiados en detalle no mostraron ser una muestra
representativa de los clones internacionales frecuentemente aislados en niños, aunque un
aislado pertenecía al clon France9V-3 y dos al clon Spain23F-1, los otros dos presentaron clones
únicos. Esta resistencia podría ser posible por otro mecanismo como puede ser las bombas de
expulsión, que también están presentes entre algunos de los aislados clínicos de neumococos
resistentes (138, 223) aunque su mecanismo todavía no es bien conocido. 
Respecto al serogrupo y clones de PFGE, en la tabla 21 se identifican aislados que a
pesar de presentar el mismo tipo clonal, definido por EFCP, expresan diferentes serotipos.
Particularmente es interesante la adquisición del tipo capsular 3 por un aislado representativo
del clon France9V-3, ya que el cambio a este serotipo en un miembro del Spain23F-1 clon
podría tener un gran impacto sobre la virulencia (162). Estos aislados son el resultado de un
cambio capsular “capsular switch” in vivo a través de mecanismos de transformación o
transducción con ADN extraño (161, 162, 163). Además de la diversidad genética de los
aislados resistentes a ciprofloxacino, también es importante el hecho de que una gran
Bibliografía
proporción (25 de 82), es decir el 30% de los neumococos resistentes a ciprofloxacino,
pertenecen a dos clones internacionales multirresistentes ampliamente extendidos, el clon
France9V-3 y el Spain23F-1.  A pesar del gran número, no hay una presencia mayor de estos
clones entre las cepas resistentes a ciprofloxacino en relación a las cepas sensibles
seleccionados por su similitud lo más cercana posible en términos de antibiotipo y serotipo
(tabla 21). Esto sugiere que la alta prevalencia de estos clones entre las cepas resistentes a
ciprofloxacino viene reflejada por su alta prevalencia en la población, ya que estos clones no
están más representados de lo que se podría esperar si se asume que los aislados resistentes a
ciprofloxacino están siendo seleccionados  a partir de los clones existentes. Existe una gran
cantidad de datos que indican que estos dos clones son muy frecuentes entre los neumococos
que colonizan la nasofaringe en los niños (155) y también entre los que causan enfermedades
neumocócicas (224) en adultos como en niños. Por otra parte, estos aislados resistentes a
ciprofloxacino están ya ampliamente extendidos por España, ya que miembros del clon
France9V-3 fueron aislados en nueve hospitales mientras que miembros del clon Spain23F-1
fueron identificados en diez hospitales.  La asociación de la resistencia a ciprofloxacino con
estos clones epidémicos internacionales podría garantizar la rápida diseminación geográfica
de la resistencia a fluorquinolonas a través de la comunidad en España como en otros países.
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6. Estudio de hibridación con sondas del gen pmrA
Respecto a la implicación del producto del gen pmrA en la resistencia, el incremento
de los niveles de resistencia debido a la duplicación de los genes en los cromosomas ha sido
previamente documentado (225). También se ha demostrado que la introducción de un
plásmido que contiene el gen de estafilocócico norA en E. coli, le confiere un incremento en
la resistencia a ciprofloxacino dependiente del número de copias (226). Debido a que NorA y
PmrA son ambas bombas de expulsión, la cuestión es si es posible que la amplificación del
número de copias en el cromosoma del gen pmrA haya contribuido a aumentar la resistencia a
ciprofloxacino. Sin embargo la hibridación de las bandas con pmrA no mostró intensidades
diferentes entre los aislados con diferente CMI a ciprofloxacino (figura 27), excluyendo la
hipótesis de que la amplificación del gen es responsable de la resistencia. Aunque no hay que
descartar que la bomba PmrA juegue un papel en la resistencia debido a un mecanismo de
sobreexpresión resultante de mutaciones en el promotor. 
Por otro lado hay que mencionar que un reciente estudio (227) indica que el
mecanismo de resistencia por bombas de expulsión no es una causa común de alto nivel de
resistencia a quinolonas, si bien podría facilitar las mutaciones en las dianas de las
quinolonas, ya que permitiría la supervivencia bacteriana a corto plazo. Así, el alto nivel de
resistencia a fluorquinolonas en S. pneumoniae se sugiere que viene dado por un primer paso
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de mutaciones en los genes parC y parE de la topoisomerasa IV y posteriormente mutaciones
en el gen gyrA (227).
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VI. Conclusiones
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Una vez evaluados los resultados podemos extraer de este trabajo las siguientes
conclusiones:
1.- Gemifloxacino puede ser una alternativa a las terapias clásicas en el tratamiento de
cepas multirresistentes de S. pneumoniae, incluso con alta resistencia a ciprofloxacino.
2.- Se han encontrado diferencias en los niveles alcanzados por gemifloxacino y
trovafloxacino en el bioensayo y el HPLC. Dichas diferencias parecen deberse a variaciones
metodológicas en el cálculo de los parámetros más que a la presencia de metabolitos activos,
siendo en nuestro caso el bioensayo un método más aproximado a lo que ocurre en el
organismo.
3.- Mediante la utilización parámetros farmacodinámicos, tanto gemifloxacino como
trovafloxacino mostraron buenos índices de predicción de eficacia clínica en infecciones
causadas por S. pneumoniae, siendo gemifloxacino una mejor opción para el tratamiento de
infecciones producidas por S. pneumoniae con alta resistencia a ciprofloxacino.
4.- El área bajo la curva de los títulos bactericidas (AUBC) parece ser un índice más
sensible de los efectos farmacodinámicos que el AUC, pero son necesarios estudios clínicos
para poder confirmarlo.
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5.- La adición de células PMN no incrementó la tasas de muerte de ninguna de las dos
quinolonas.
6.- Las dos quinolonas fueron capaces de inducir un EPA significativo (>0,5 horas) en
las dos cepas ensayadas a todas las concentraciones, salvo a la concentración de 1 x CMI en la
cepa resistente.
7.- El efecto del suero sobre gemifloxacino y trovafloxacino se traduce en una
reducción de la actividad de estos antimicrobianos y en un aumento de cepas resistentes.
Debido a esto se podría producir una errónea clasificación de las cepas en las diferentes
categorías de sensibilidad.
8.- La aparición de neumococos resistentes a ciprofloxacino parece deberse a
mutaciones independientes en la población que han sido seleccionadas por los fármacos,
presumiblemente durante el tratamiento con estos antimicrobianos.
9.- Cerca del 30% de los neumococos resistentes a ciprofloxacino pertenecen a dos
clones internacionales multirresistentes ampliamente extendidos: el clon France9V-3 y el
Spain23F-1. La asociación de la resistencia a ciprofloxacino con estos clones epidémicos
internacionales podría garantizar la rápida diseminación geográfica de la resistencia a
fluorquinolonas a través de la comunidad, tanto en España como en otros países.
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10.- La amplificación en el número de copias en el cromosoma del gen pmrA no
parece contribuir a aumentar la resistencia a ciprofloxacino.
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